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RÉSUMÉ
La corniﬁcation est la dernière étape de la diﬀérenciation terminale de l’épiderme. Elle est caractérisée
par de profonds remaniements morphologiques et biochimiques du kératinocyte et aboutit à la formation
d’une couche cornée solide, résistante, imperméable et hydratée, responsable de la fonction « barrière »
de l’épiderme. Certaines génodermatoses rares, appelées ichtyoses, sont dues à des mutations de gènes
impliqués dans la corniﬁcation. Le « Peeling Skin Disease » (PSD, OMIM 270300) est une ichtyose in-
ﬂammatoire généralisée, caractérisée par une importante desquamation, de l’eczéma et un prurit souvent
sévère et insomniant. Cette maladie chronique entraine une altération importante de la qualité de vie du
patient. A ce jour, aucune thérapie eﬃcace n’est disponible. Le PSD est dû à des mutations homozygotes
du gène Cornéodesmosine (CDSN ), qui code une protéine adhésive de l’épiderme essentielle à la cohésion
du stratum corneum (SC) et à l’homéostasie de la barrière épidermique. La physiopathologie du PSD est
encore mal connue. Le décollement du SC conduit à une rupture de la barrière épidermique, qui déclenche
à son tour érythème, atopie et prurit, par des mécanismes non élucidés.
Aﬁn de décortiquer ces mécanismes, j’ai utilisé deux modèles murins d’invalidation du gène Cdsn
(knock-out, KO) dans l’épiderme. Le premier mime le stade précoce du PSD (décollement du SC chez
l’embryon E18.5 Cdsnep−/−) et le second, qui est inductible, reproduit le stade chronique (défaut per-
sistant de la barrière épidermique chez la souris adulte Cdsniep−/−). J’ai réalisé l’étude comparative du
transcriptome cutané de ces deux modèles à l’aide de puces à ADN. Des signatures d’expression génique
distinctes, en lien avec une réponse de restauration de la barrière cutanée, ont été obtenues : induction
principalement de gènes de l’inﬂammation et de la prolifération (Cdsnep−/−) vs des gènes de défenses
de l’hôte et de la corniﬁcation (Cdsniep−/−). En particulier, une forte expression de gènes codant des
inhibiteurs de protéases à cystéine de la famille des stéﬁnes A (cystatine A chez l’homme) et des pro-
téases à sérine de la famille des kallikréines (KLKs), caractérise le modèle adulte Cdsniep−/−. Ceci a été
secondairement conﬁrmé dans l’épiderme de patients atteints de PSD. Parmi les KLKs, KLK13 est ap-
parue la plus fortement exprimée, contrairement à KLK5 dont l’expression reste faible et stable. KLK13
pourrait donc intervenir dans la réponse inﬂammatoire et/ou la desquamation, mécanismes dans lesquels
jusqu’à présent seule KLK5 a été décrite comme jouant un rôle central. Une surexpression de KLK13
avait déjà été décrite dans l’épiderme de patients atteints de PSD et au niveau de lésions psoriasiques,
ce qui conforte notre hypothèse. Ainsi, mes résultats mettent en lumière KLK13, dont la fonction dans
l’épiderme est encore très peu connue. En parallèle, dans le cadre d’un travail collaboratif, j’ai participé
à une étude centrée sur la composante inﬂammatoire de la maladie, réalisée à l’aide de notre modèle de
souris adultes Cdsniep−/−. Les résultats obtenus montrent un développement simultané des voies inﬂam-
matoires de type Th2 et Th17, ainsi qu’une contre-régulation entre ces deux axes au cours de la maladie
chez la souris.
En conclusion, mon travail contribue à mieux comprendre les mécanismes physiopathologiques du
PSD. Notamment, le modèle adulte Cdsniep−/− apparaît comme particulièrement pertinent pour étu-
dier la maladie humaine. L’exploration du rôle, dans le contexte du PSD, des gènes candidats identiﬁés
pourrait déboucher sur la découverte de nouvelles cibles thérapeutiques. Enﬁn, nos résultats seront cer-
tainement bénéﬁques à l’étude d’autres maladies dermatologiques inﬂammatoires rares (syndrome de




Corniﬁcation is the ﬁnal step of epidermal diﬀerentiation. It is characterized by structural and bio-
chemical modiﬁcations of keratinocytes and leads to the formation of a solid, resistant, impermeable and
moisturized corniﬁed layer, responsible for the “barrier” function of the epidermis. Some rare genoder-
matoses, called ichthyoses, are caused by mutations of genes involved in corniﬁcation. The Peeling Skin
Disease (PSD, OMIM 270300) is a generalized inﬂammatory ichthyosis characterized by important des-
quamation, eczema and severe itching. This chronic disease severely aﬀects patients ‘quality of life and
no speciﬁc therapy is currently available. PSD is due to homozygous mutations in the Corneodesmosin
(CDSN ) gene, which codes an adhesive epidermal protein crucial for the cohesion of the stratum corneum
(SC) and the epidermal barrier homeostasis. The pathophysiology of PSD is still poorly understood.
The detachment of the SC leads to an impairment of the epidermal barrier which could in turn trigger
erythema, atopic manifestations and pruritus by so far unidentiﬁed mechanisms.
In order to dissect these mechanisms, I used two epidermis-speciﬁc Cdsn-deﬁcient mouse models
(knock-out, KO). The ﬁrst mimics the early phase of PSD (detachment of the SC in Cdsnep−/− E18.5
embryos) and the second, inducible, reproduces the chronic phase (permanent permeability defect in
Cdsniep−/− adult mice). I performed a comparative analysis of the skin transcriptome between these two
models using DNA microarrays. Distinct molecular signatures related to a skin barrier repair response
were highlighted : increased expression of inﬂammatory and proliferative genes (Cdsnep−/−) vs antimicro-
bial defense and corniﬁcation genes (Cdsniep−/−). In particular, a strong expression of genes coding for
inhibitors of cysteine proteases from the steﬁn A family (cystatin A in humans), and serine proteases of
the kallikrein (KLK) family, was distinguishable in Cdsniep−/− mice. This was secondarily conﬁrmed in
the epidermis of PSD patients. Among the KLKs, KLK13 was the most strongly up-regulated, contrary
to KLK5 whose expression remains low and constant. Thus, KLK13 could take part into the inﬂamma-
tory response and/or the desquamation when until now only KLK5 was described as playing a central
role in these mechanisms. An up-regulation of KLK13 has already been described in the epidermis from
PSD patients and from chronic psoriatic plaques, reinforcing our hypothesis. Thus, my results highlight
KLK13, whose epidermal function is still poorly characterized. At the same time, I was part of a colla-
borative study focusing on the inﬂammatory component of the disease carried out with our Cdsniep−/−
adult mouse model. The results showed a simultaneous development of type 2 and type 17 T lymphocytes
responses as well as a counter-regulation between these two inﬂammatory axes.
In conclusion, my work contributes to a better understanding of PSD pathophysiology. Notably,
the Cdsniep−/− adult mouse model seems especially relevant to study the human disease. A further
exploration, in the context of PSD, of the role of the candidate genes we identiﬁed could lead to the
discovery of new therapeutic targets. Finally, our results will certainly be helpful for the understanding
of other inﬂammatory skin diseases with epidermal barrier defects, whether they are rare (Netherton









ARC Arthrogrypose insuﬃsance Rénale Cholestase
ARCI Autosomal Recessive Congenital Ichthyosis
ARIH Ichtyose Autosomique Récessive avec Hypotrichose
CASP14/Casp14 Caspase 14
CaSR G-protein coupled calcium-sensing receptor
CC Couche Cornée
CCL CC-chemokine Ligand
CDE Complexe de Diﬀérenciation Epidermique
CDSN Cornéodesmosine
CEDNIK CErebral Dysgenesis Neuropathy Ichthyosis palmoplantar Keratoderma
CERS3/Cers3 Céramidase 3
CG Couche Granuleuse
CHILD Congenital Hemidysplasia with Ichthyosiform nevus and Limb Defects
CL Corps Lamellaire
CLDN Claudine
CLR C-type Lectin Receptor
CSE Cellule Souche Epidermique





CXCL Chemokine (C-X-C motif) Ligand





EBH Epidermolyse Bulleuse Héréditaire
EC E-cadhérine
ECIB Eythrodermie Congénitale Ichtyosiforme bulleuse





EPU Unité de Prolifération Epidermique
EVPL/Evpl Envoplakine
FLG/Flg Filaggrine
FNH Facteur Naturel d’Hydratation
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LISTE DES ABRÉVIATIONS
GEE Gaine Epithéliale Externe
GEI Gaine Epithéliale Interne
GBA/Gba β-Glucocérébrosidase
HET Hétérozygote
HPN Human Neutrophil Peptide
IFAP Intermediate Filament Associated Protein
IGF1R Insulin Growth Factor-1-Receptor
IL Interleukine
INV Involucrine
ISQMR Ichthyosis, Spastic Quadriplegia, and Mental Retardation
IV Ichtyose Vulgaire
JAM Junctional Adhesion Molecule




LCE Late Corniﬁed Envelope
LEKTI-1 LymphoEpithelial-Kazal-type 5 Inhibitor




MeDOC Mendelian Disorders of Corniﬁcation
MEDNIK Mental retardation Entheropathy Deafness Neuropathy Ichthyosis Keratodermia
MUPP1 Multi-PDS domain Protein 1
ND Non Déterminé
NGS Séquençage Nouvelle Generation
NISCH Neonatal Ichthyosis-Sclerosing CHolangitis




PAMP Pathogen-Associated Molecular Pattern






PNPLA1/Pnpla1 Patatin Like Phospholipase Domain Containing 1
PPL Périplakine
PAR Pathogen Associated Receptor
PRR Pathogen Recognition Receptor
PSD Peeling Skin Disease




RXR Récepteur X aux Rétinoïdes
SALT Skin-Associated Lymphoid Tissue
SAM Skin dermatitis, multiple severe Allergies and Metabolic wasting
SC Stratum Corneum
SCCE Stratum Corneum Chymotryptic Enzyme
SCTE Stratum Corneum Tryptic Enzyme
SFTP S100 Fused Type Protein
SKALP Skin derived AntileukoProtease
SLPI Secretory Leucocyte Protease Inhibitor
SN Syndrome de Netherton
SPINK5 Serine Protease Inhibitor Kazal-type 5
SPR Small Prolin-Rich protein
SPRL Small Proline Rich-Like protein
ST14/St14 Matriptase
Stfa Stéﬁne A
TA Cellule d’Ampliﬁcation Transitoire
TARC Thymus and Activation-Regulated Chemokine





TNF-α Tumor Necrosis Factor-α
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Chapitre 1
La peau humaine : structure et
fonctions
1.1 Les fonctions générales de la peau
La peau, organe le plus externe du corps humain, mesure en moyenne 2 m2 et repré-
sente 10% de la masse totale d’un individu adulte. Cet organe recouvre la totalité de
notre corps et est en continuité avec les muqueuses. Il possède de multiples fonctions et
représente entre autre une barrière essentielle à notre survie. Les diverses fonctions de la
peau sont liées à sa position particulière entre « l’environnement extérieur » et « le milieu
intérieur ».
1.1.1 La peau, un organe de protection et de défense
En tant que principale interface, la peau représente la première ligne de défense entre
notre organisme et l’environnement. Elle constitue une barrière physique qui nous pro-
tège contre l’entrée de substances chimiques nocives et de pathogènes, les rayonnements
ultraviolets (UV) et les stress mécaniques. Elle limite également les pertes en eau de notre
organisme.
1.1.2 La peau, un organe immunitaire
La peau ne forme pas seulement une barrière physique de protection de l’organisme,
c’est également un organe immunitaire à part entière. Beaucoup de travaux ont démontré
que la peau a des fonctions immunitaires essentielles, à la fois durant l’homéostasie du
tissu mais également dans divers contextes pathologiques (Nestle et al., 2009). Le concept
de fonction immunitaire cutanée a été évoqué pour la première fois en 1983 par Streilein
qui utilisa alors le terme de « Skin-Associated Lymphoid Tissue » (SALT) (Streilein,
1983). Toutefois, d’autres préféreront un terme plus large et parleront de système immu-
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nitaire cutané pour décrire les acteurs cellulaires et moléculaires impliqués dans la défense
cutanée (Bos and Kapsenberg, 1986). La peau est composée d’un vaste réseau de cellules
sentinelles du système immunitaire assurant l’immunosurveillance. Cette dernière repose
sur la capacité de ces cellules à reconnaître un pathogène ou un signal de danger et à
mettre en place une réponse inﬂammatoire eﬃcace pour éliminer ce danger et initier la
réparation des tissus lésés.
1.1.3 La peau, un organe sensoriel
Loin d’être une simple barrière inerte, la peau est aussi un organe sensoriel très actif.
La présence de nombreux récepteurs sensitifs (mécanorécepteurs, nocicepteurs et thermo-
récepteurs) distribués sur toute la surface de la peau nous sert à établir des contacts avec
notre milieu environnant. Elle nous alerte contre les agressions extérieures en permettant
notamment la perception de la douleur et joue un rôle important dans la régulation de la
température corporelle.
1.1.4 La peau, un organe social
Seul organe vital de notre corps que nous pouvons voir, la peau joue un rôle social
majeur. Elle nous délimite, elle est ce que nous voyons en premier chez l’autre et ce que
l’autre voit de nous. Elle joue ainsi un rôle déterminant dans notre identité. Lorsqu’elle
présente un aspect « anormal » dû à une pathologie cutanée, des cicatrices, ou des brû-
lures, cela peut engendrer un rejet social psychologiquement dur à vivre pour l’individu.
D’ailleurs, la métaphore « être bien/mal dans sa peau » reﬂète clairement le rôle relation-
nel de la peau et rappelle à quel point une disgrâce peut rejaillir sur le psychisme d’un
individu, et sur l’acceptation de celui-ci dans son milieu de vie.
1.2 Structure de la peau
Les nombreuses fonctions de la peau, indispensables à la vie terrestre, lui sont confé-
rées grâce à une organisation dynamique et complexe qui associe diﬀérentes structures
tissulaires (épithéliales, conjonctives, musculaires et nerveuses). La peau est en eﬀet for-
mée de deux compartiments superposés et communicants qui sont de la profondeur vers la
surface, le derme et l’épiderme, tous deux séparés par la lame basale ou jonction dermo-
épidermique. Associés aux annexes épidermiques que sont les follicules pileux, les glandes
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Figure 1 – Représentation schématique de la peau. Adapté de (Alexander et al.,
2012)
1.2.1 Le derme et l’hypoderme
Le derme, d’origine mésodermique, est un tissu conjonctif lâche, innervé et vascularisé
composé majoritairement de ﬁbroblastes. Ces cellules sont responsables de la synthèse de
ﬁbres de collagène, de ﬁbres élastiques et de matrice extraﬁbrillaire. Ces diﬀérentes ﬁbres
confèrent au tissu sa grande résistance mécanique et son élasticité.
Le derme est organisé en trois couches.
La couche papillaire, superﬁcielle et ﬁne, s’invagine dans l’épiderme pour former les pa-
pilles dermiques. Ces structures augmentent la surface de la jonction dermo-épidermique
et participent ainsi à la liaison mécanique entre l’épiderme et le derme ainsi qu’à leur co-
opération lors de la mise en place de mécanismes de défense. Les papilles dermiques sont
riches en capillaires sanguins permettant d’alimenter l’épiderme en nutriments et oxygène
par diﬀusion à travers la lame basale. De plus, elles contiennent des ﬁbres nerveuses.
La couche réticulaire, couche plus épaisse située sous la zone papillaire est riche en ﬁbres
de collagène, conférant au tissu conjonctif sa fermeté.
Enﬁn, la couche la plus profonde du derme, historiquement appelée l’hypoderme, est
nommée tissu adipeux sous-cutané. Il est caractérisé par une épaisse couche d’adipocytes
blancs, dont la fonction principale est le stockage de lipides sous forme de triglycérides.
L’épaisseur de l’hypoderme ainsi que sa position périphérique lui confèrent des propriétés
de protection thermique et mécanique. Le tissu adipeux est également considéré comme
une glande endocrine, en raison de son rôle dans la production de nombreuses hormones
(notamment leptine, adiponectine et résistine), ou dans la conversion des hormones sté-
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roïdiennes (Lawlor and Kaur, 2015; Watt, 2014; Wong et al., 2016).
Figure 2 – Les diﬀérentes populations de cellules présentes dans la peau. D’après
(Nestle et al., 2009)
Outre les ﬁbroblastes, le derme est constitué de cellules spécialisées participant à
l’immunité cutanée (Nestle et al., 2009; Pasparakis et al., 2014). Diﬀérentes populations
de cellules immunitaires myéloïdes et lymphoïdes, résidentes ou circulantes, peuplent le
derme. Il est composé de cellules dendritiques, de lymphocytes T incluant les lymphocytes
T CD4+ auxiliaires (Th1, Th2 et Th17), les lymphocytes Tγδ et les cellules NKT (« Na-
tural Killer T »). Des macrophages et des mastocytes sont également présents (Figure 2).
Ces populations cellulaires ne seront pas détaillées dans ce mémoire.
1.2.2 La jonction dermo-épidermique
A l’interface entre le derme et l’épiderme, la jonction dermo-épidermique aussi appelée
lame basale est une structure complexe de 1 à 2 μm d’épaisseur synthétisée à la fois par
les kératinocytes de l’épiderme et par les ﬁbroblastes du derme superﬁciel (Burgeson and
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Christiano, 1997; Crickx, 2005).
En microscopie électronique, cette jonction apparaît subdivisée en quatre parties com-
prenant (Figure 3A) :
- la membrane plasmique des cellules basales de l’épiderme liée aux hémidesmosomes
dans lesquels les ﬁlaments intermédiaires de kératines sont insérés.
- la lamina lucida, claire aux électrons, de 20 à 40 nm d’épaisseur, dans laquelle on
peut distinguer les ﬁlaments d’ancrage des hémidesmosomes.
- la lamina densa, plus profonde, dense aux électrons, de 30 à 60 nm d’épaisseur.
- la sub-lamina densa, correspondant à la partie superﬁcielle du derme dans laquelle
sont situées les ﬁbrilles d’ancrage assurant la liaison mécanique entre le derme et la lame
basale.
Figure 3 – Jonction dermo-épidermique et hémidesmosomes. (A) Observation au
microscope électronique de la jonction dermo-épidermique et des hémidesmosomes. HD :
plaque cytoplasmique des hémidesmosomes ; IF : ﬁlaments intermédiaires de kératines ;
LL : lamina lucida ; LD :lamina densa ; AF : ﬁlaments d’ancrage ; AFb : ﬁbrilles d’ancrage.
Barre d’échelle = 100 nm. (B) Structure et composants d’un hémidesmosome. Figure
adaptée de (Borradori and Sonnenberg, 1999) et (Litjens et al., 2006).
Les hémidesmosomes sont des structures jonctionnelles complexes qui contribuent à
l’attachement des cellules épithéliales de l’épiderme à la lame basale (Figure 3B). En
eﬀet, ces complexes multi-protéiques sont constitués d’une plaque dense intracellulaire
et de composants transmembranaires qui permettent l’ancrage à la lamina lucida. Les
protéines majoritaires de la plaque sont BP230 (BPAG-1) et la plectine. Elles permettent
l’attachement du réseau intracytoplasmique des kératines K5/K14 à la membrane. Les pro-
téines transmembranaires BP180 (BPAG-2) et l’intégrine α6β4 s’organisent en ﬁlaments
d’ancrage et traversent la lamina lucida. La lamina densa sous-jacente, majoritairement
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constituée de collagène de type IV, contient les laminines 1, 5 et 6 qui se projettent dans
la lamina lucida et se lient aux ﬁlaments d’ancrage issus de l’épiderme. Enﬁn, la lamina
densa est reliée aux plaques d’ancrage de la sub-lamina densa par des ﬁbrilles d’ancrage de
collagène de type VII . Cet agencement complexe assure une adhésion stable de l’épiderme
au derme.
Grâce aux hémidesmosomes, la lame basale joue un rôle fondamental dans la résis-
tance mécanique de la peau. Elle inﬂuence aussi le comportement des kératinocytes en
modulant la polarité cellulaire, la prolifération, la migration et la diﬀérenciation. En outre,
elle joue un rôle de barrière sélective en contrôlant les échanges moléculaires et cellulaires
entre l’épiderme et le derme. Elle permet notamment le passage de cellules migratoires en
condition « normale » comme les mélanocytes et les cellules de Langerhans ou en condi-
tion « pathologique » en permettant le passage de lymphocytes et de cellules tumorales.
Des anomalies d’origine génétique qui invalident certaines molécules entrant dans la com-
position de la jonction dermo-épidermique sont à l’origine de pathologies cutanées sévères
telles que les épidermolyses bulleuses héréditaires (EBH), ce qui révèle le rôle essentiel de
cette jonction dans le maintien de l’intégrité de la peau.
1.2.3 L’épiderme inter-folliculaire
L’épiderme, d’origine ectodermique, est un épithélium pavimenteux, stratiﬁé et cor-
niﬁé composé majoritairement de kératinocytes. Il est en constant renouvellement. Son
épaisseur est en moyenne de 100 μm mais varie selon les régions du corps. Il est très ﬁn
au niveau des paupières où il mesure environ 50 μm d’épaisseur, et plus épais dans les
zones palmo-plantaires où il peut atteindre 1 mm d’épaisseur.
Ce tissu représente la dernière couche de la peau et est en contact direct avec « le milieu
extérieur ». La fonction majeure de l’épiderme est de former une barrière de protection,
semi-imperméable permettant la vie terrestre. Ce rôle est essentiellement assuré par sa
partie la plus superﬁcielle, la couche cornée, grâce à sa structure en « brique et ciment »
résultat de la diﬀérenciation des kératinocytes. La structure et les diﬀérents types cellu-
laires qui composent l’épiderme seront décrits dans le chapitre 2 et les caractéristiques de
la couche cornée qui font de l’épiderme une barrière seront détaillées dans le chapitre 3.
1.2.4 Les annexes épidermiques
Les annexes épidermiques se forment au cours du développement embryonnaire par
invagination des cellules de l’ectoderme et sont donc localisées dans le derme et l’hypo-
derme. Elles comprennent les unités pilo-sébacées (follicule pileux et glandes sébacées),
les glandes sudoripares et les ongles.
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1.2.4.1 Les follicules pileux
La tige pilaire ou poil est un tissu corniﬁé produit par le follicule pileux au sein de la
peau (Shimomura and Christiano, 2010). Au cours de l’embryogenèse, le follicule pileux
se forme grâce à une série d’interactions entre l’ectoderme (futur épiderme) et le méso-
derme (futur derme) (Hardy, 1992). Plusieurs voies de signalisation, telles que la voie
Wnt, jouent un rôle crucial dans son développement.
Une fois le follicule pileux mis en place, il va obéir à un cycle de régénération où
une phase de croissance (anagène) est suivie d’une phase de régression (catagène), puis
d’une phase de quiescence (télogène) pour ﬁnalement aboutir à l’expulsion du poil avant la
croissance d’un nouveau (Figure 4A). Cette capacité d’auto-renouvellement est maintenue
par les cellules souches du poil dont la niche se situe sous l’insertion du muscle pilo-
arrecteur et forme un renﬂement nommé bulge (Figure 4B) (Shimomura and Christiano,
2010). La phase anagène est une phase de croissance de la tige pilaire au cours de laquelle
elle va former une protubérance à la surface de la peau. Lorsque le follicule pileux est
mature, il va entrer dans la phase catagène, phase de destruction durant laquelle les deux-
tiers inférieurs du follicule pileux vont subir une apoptose aboutissant à sa régression. Ce
processus rapproche la papille dermique du bulge, où les cellules souches du follicule pileux
résident. L’interaction moléculaire entre ces cellules et la papille dermique est essentielle
pour la formation d’un nouveau poil. Cette proximité entre papille dermique et bulge est
alors maintenue pendant la phase télogène correspondant à la phase de repos. Lorsqu’un
seuil critique de signaux activateurs de la croissance du poil est atteint, les cellules souches
sont activées ce qui conduit au début d’une nouvelle phase anagène et ainsi à la pousse
d’une nouvelle tige pilaire (Figure 4A) (Fuchs, 2007; Schneider et al., 2009).
Chez l’homme, il existe diﬀérents types de poil qui n’ont pas toujours d’équivalent
chez la souris et inversement (ex : les cils chez l’homme et les vibrisses chez la souris).
Les poils humains sont présents sur toute la surface du corps à l’exception des zones
palmo-plantaires et des lèvres. La densité des poils (follicule pileux/zone) est déterminée
au cours du développement embryonnaire et diﬀère d’un individu à l’autre. Le cycle de
renouvellement du follicule pileux va déterminer la longueur du poil et sa durée peut
varier en fonction de la région corporelle. Par exemple, au niveau du cuir chevelu, la ma-
jorité des follicules pileux sont en phase anagène pouvant durer 2 à 6 ans tandis que les
phases catagène et télogène durent respectivement 2 à 3 semaines et 3 mois. La croissance
des follicules pileux n’est pas synchronisée chez l’homme, ainsi diﬀérentes phases peuvent
avoir lieu simultanément dans diﬀérents follicules pileux (Duverger and Morasso, 2014).
Le follicule pileux mature (phase anagène) peut-être divisé en deux régions : une partie
supérieure dite « permanente » et une partie inférieure qui est continuellement renouvelée
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Figure 4 – Cycle pilaire et représentation schématique d’un follicule pileux. (A)
Les diﬀérentes phases du cycle pilaire. Le cycle pilaire est divisé en trois phases : anagène
(phase de croissance), catagène (phase de régression) et télogène (phase de quiescence).
D’après (Fuchs, 2007). (B) Représentation schématique d’une unité pilo-sébacée en phase
anagène. D’après (Shimomura and Christiano, 2010).
Figure 5 – Histomorphologie d’un follicule pileux et détail du bulbe pileux. (A)
Coloration hématoxyline/éosine d’une coupe longitudinale d’un follicule pileux. (B) Bulbe
pileux au fort grossissement. (C) Représentation schématique des diﬀérentes couches de
cellules formant le bulbe pileux.TP : tige pilaire, GEE : gaine épithéliale externe, GEI :
gaine épithéliale interne, DP : papille dermique. D’après (Schneider et al., 2009) et (Shi-
momura and Christiano, 2010).
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à chaque cycle (Figure 4B) (Schneider et al., 2009). La partie supérieure comprend deux
zones : l’infundibulum, qui permet l’ouverture de la cavité pilaire à la surface de la peau et
qui s’étend jusqu’à la jonction de la glande sébacée, et l’isthme, s’étendant de l’insertion
du muscle pilo-arrecteur à l’entrée de la portion inférieure du canal de la glande sébacée.
La partie inférieure est composée de la région supra-bulbaire, allant du bulge à la base du
follicule (bulbe pileux), et le bulbe lui-même (Figure 5A).
La région du bulbe pileux a une organisation très complexe en huit couches de cellules
ayant des caractéristiques et des fonctions bien distinctes (Figure 5B-C).
La gaine épithéliale externe (GEE), est la couche la plus externe du follicule pileux.
Elle se trouve en continuité avec la couche basale de l’épiderme interfolliculaire, et est
constituée de cellules non-corniﬁées. Ensuite, de l’extérieur vers l’intérieur se trouve la
couche compagnon et la gaine épithéliale interne (GEI). Ces trois couches entourent et
supportent la tige pilaire.
La GEI est formée de trois compartiments : la gaine de Henle, compartiment le plus
périphérique ; la gaine de Huxley et une cuticule interne.
La tige pilaire centrale est elle-même divisée en trois couches comprenant une cuticule qui
forme la surface du poil ; le cortex composé de cellules corniﬁées contenant des pigments
provenant des nombreux mélanocytes présents dans le bulbe ; et la couche la plus interne,
la médulla, caractérisée par la présence de cellules qui se diﬀérencient (Duverger and
Morasso, 2014).
A la base du bulbe pileux se trouvent des cellules matricielles prolifératives qui vont donner
naissance à ces diﬀérentes couches cellulaires concentriques à l’exception de la GEE. La
diﬀérenciation des compartiments du follicule pileux se caractérise par une expression
abondante de kératines spéciﬁques qui contribuent à la formation d’une structure rigide.
Ces kératines s’associent aux desmosomes présents entre les cellules permettant ainsi un
maintien de l’intégrité de ce tissu.
Enﬁn, l’ensemble du follicule pileux est entouré d’une gaine de tissu conjonctif dérivant
du mésoderme.
1.2.4.2 Les glandes sébacées
Les glandes sébacées sont en général annexées au poil et sont localisées au-dessus du
bulge et du muscle pilo-arrecteur et juste en dessous de la cavité pilaire à la surface de la
peau (Figure 4B) . Il s’agit de glandes exocrines composées de sébocytes qui vont subir
un programme de diﬀérenciation et vont produire des lipides constituant le sébum. Ce
produit de sécrétion est alors déversé dans le canal de la tige pilaire et est excrété à la
surface de la peau permettant ainsi de lubriﬁer et de protéger cette dernière contre le
dessèchement et les infections bactériennes (Fuchs, 2007).
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1.2.4.3 Les glandes sudoripares
Les glandes sudoripares eccrines sont réparties sur toute la surface de la peau et sont
particulièrement abondantes au niveau des régions palmo-plantaires, du dos et du cuir
chevelu. Elles sont localisées dans le derme profond et élaborent un liquide aqueux, incolore
et salé, la sueur. Leur fonction principale est celle de thermorégulateur. La sécrétion de
sueur aide en eﬀet à réguler la température corporelle. Elle augmente avec la température
et permet ainsi d’évacuer l’excès de chaleur produite lors d’eﬀorts physiques ou en cas de
fortes chaleurs. Inversement, elle diminue lorsque la température s’aﬀaiblit.
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Chapitre 2
La diﬀérenciation épidermique
2.1 Les constituants cellulaires de l’épiderme
L’épiderme est un épithélium malphigien stratiﬁé corniﬁé où diﬀérents types cellulaires
coexistent (Figure 6). Environ 90% des cellules épidermiques sont des kératinocytes, les
autres types cellulaires sont les mélanocytes, les cellules de Langherans et les cellules de
Merkel.
Figure 6 – Représentation schématique de l’épiderme.
2.1.1 Les kératinocytes
Comme leur nom l’indique, les kératinocytes sont spécialisés dans la synthèse de ké-
ratines, protéines ﬁbreuses des ﬁlaments intermédiaires. Ces protéines s’organisent en
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tonoﬁlaments et s’associent aux microﬁlaments d’actine et aux microtubules pour for-
mer le cytosquelette intracellulaire. Au sein de l’épiderme, les kératinocytes migrent de
la profondeur vers la surface en suivant un programme de diﬀérenciation terminale. Ce
processus se traduit par des changements morphologiques et biochimiques caractéristiques
des quatre couches successives des kératinocytes correspondant aux diﬀérentes étapes de
la diﬀérenciation : la couche basale, la couche épineuse, la couche granuleuse et la couche
cornée. La diﬀérenciation kératinocytaire donne ainsi à l’épiderme sa caractéristique d’épi-
thélium pavimenteux, stratiﬁé et corniﬁé (Figure 6) (Menon, 2002). Les caractéristiques
morphologiques des diﬀérentes couches de l’épiderme et la diﬀérenciation épidermique
seront abordées en détail dans les parties 2.2 et 2.3, respectivement .
Outre leur implication dans la morphologie de l’épiderme, les kératinocytes sont consi-
dérés comme des cellules sentinelles du système immunitaire cutané, capables d’initier une
réponse inﬂammatoire (Nestle et al., 2009). L’inﬂammation est une réponse de défense
mise en place par l’organisme aﬁn de lutter contre une agression (ex : pathogène, agent
irritant, rayonnements UV, tumeur...) et initier une réparation des tissus lésés. Cette par-
tie sera détaillée dans le chapitre 3 paragraphe 3.6.
2.1.2 Les mélanocytes
Deuxième population cellulaire de l’épiderme (3-5%), les mélanocytes sont des cellules
dérivant des crêtes neurales. Au cours de l’embryogenèse, les mélanoblastes, précurseurs
des mélanocytes, se diﬀérencient à partir des cellules des crêtes neurales, prolifèrent, et
colonisent l’épiderme. Ils viennent alors se loger entre les kératinocytes de l’assise basale.
Leur principale fonction est la synthèse de pigments naturels, les mélanines (les phéo-
mélanines et les eumélanines). Ces pigments donnent à la peau sa « couleur » mais la
répartition entre les deux pigments varie suivant les individus et conditionne ainsi leur
phototype cutané. Un rôle photo-protecteur face aux radiations UV est attribué aux eu-
mélanines (Yamaguchi and Hearing, 2014).
En microscopie électronique, les mélanocytes se distinguent bien des kératinocytes de
la couche basale car ils présentent un cytoplasme clair, dépourvu de ﬁlaments de kéra-
tines, et des granules de pigments appelés mélanosomes au sein desquels a lieu la synthèse
des mélanines. De plus, ils ne sont pas liés à leurs cellules voisines via les desmosomes. Ils
rentrent en contact avec les kératinocytes en émettant des prolongements cytoplasmiques
(dendrites) et leur transfèrent ainsi les mélanines synthétisées (Figure 7). Un mélanocyte
distribue la mélanine qu’il produit à environ 30 à 40 kératinocytes avoisinants, consti-
tuant avec ceux-ci une unité fonctionnelle, appelée unité épidermique de mélanisation.
Les mélanines transmises ainsi aux kératinocytes protègent leur matériel génétique des
rayonnements UV en formant une couche protectrice surpranucléaire.
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Figure 7 – Aspect d’un mélanocyte observé en microscopie électronique à
transmission. Observation d’un mélanocyte (ME) présent dans l’assise basale d’un épi-
derme humain. Les mélanosomes (mg-c, mg-1, mg-2) sont présents dans le cytoplasme du
mélanocyte et contiennent les mélanines. Le mélanocyte a émis des prolongements cyto-
plasmiques (CE) et a transmis les mélanines à un kératinocyte basal avoisinant. Grossis-
sement X12000, agrandi X28000. D’après (Drochmans, 1960).
2.1.3 Les cellules de Langerhans
Les cellules de Langherans représentent la troisième population cellulaire de l’épiderme
(1 à 5%). Elles ont été décrites initialement dans la peau par Paul Langherans en 1868
(Thivolet and Schmitt, 1993). Il s’agit d’une sous-population de cellules dendritiques (DC)
localisées en position suprabasale au sein de l’épiderme, c’est à dire au dessus de la zone
de prolifération des kératinocytes.
Elles présentent de nombreuses caractéristiques des DC immatures. Elles possèdent
un noyau plurilobé entouré d’un cytoplasme clair dépourvu de tonoﬁlaments et de méla-
nosomes, et n’ont pas de desmosomes. Elles sont caractérisées par la présence d’organites
intracytoplasmiques particuliers : les granules de Birbeck. Ces granules sont visibles uni-
quement en microscopie électronique et constituent un critère important de reconnaissance
des cellules de Langerhans. Ils sont constitués de l’accolement de deux membranes entre
lesquelles se trouvent des particules opaques aux électrons ce qui leur confèrent un aspect
de bâtonnet strié (Figure 8). Cellules de l’immunité innée, elles ont une fonction de sen-
tinelle au sein de l’épiderme. Elles sont capables de capturer des antigènes exogènes qui
pénètrent dans l’épiderme, de migrer vers les ganglions lymphatiques de drainage et de
présenter ces antigènes aux lymphocytes T aﬁn d’activer une réponse immunitaire adap-
tative. Ce sont les seules cellules présentatrices d’antigène professionnelle de l’épiderme.
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Figure 8 – Aspect d’une cellule de Langherans observée en microscopie élec-
tronique à transmission. Observation d’une cellule de Langherans dans un épiderme
humain. La cellule présente un noyau plurilobé et des granules de Birbeck (aspect de
bâtonnets striés). Grossissement X11808. D’après (Zelickson, 1965).
2.1.4 Les cellules de Merkel
Les cellules de Merkel, population minoritaire des cellules épidermiques (moins de 1
%), siègent au niveau de la couche basale. Elles ont été décrites pour la première fois par
Friedrich Sigmund Merkel en 1875 qui les avaient alors nommées « corpuscules tactiles »
(Halata et al., 2003). En microscopie électronique, elles se distinguent des autres cellules
« claires » de l’épiderme (mélanocytes et cellules de Langherans) par leur forme ovale,
un noyau dentelé et des desmosomes qui les lient aux kératinocytes voisins. Outre les
organites intracellulaires « communs », leur cytoplasme contient des granules denses qui
s’accumulent au niveau des jonctions avec les ﬁbres nerveuses (Figure 9).
Ces cellules sont des mécanorécepteurs capables de transmettre un stimulus tactile
(par exemple une vibration de l’épiderme) en synthétisant des neuromédiateurs contenus
dans les granules denses. Le contenu de ces granules est alors libéré et transmis aux ﬁbres
nerveuses grâce aux contacts synaptiques établis avec ces dernières (Ma, 2014).
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Figure 9 – Aspect d’une cellule de Merkel observée en microscopie électronique
à transmission. Observation d’une cellule de Merkel (M) en contact avec un kératinocyte
(K) de l’assise basale dans un épiderme humain. La cellule présente un noyau dentelé et
des granules denses dans le cytoplasme, qui s’accumulent près des terminaisons nerveuses
(T) qui l’entourent. Barre d’échelle = 5 μm. D’après (Halata et al., 2003).
2.2 L’épiderme : un épithélium pluristratiﬁé
L’épiderme humain se renouvèle continuellement, sur une période de 21 à 28 jours, ce
qui correspond pour moitié à la durée de l’exécution du programme de diﬀérenciation ké-
ratinocytaire (couches vivantes) et pour moitié à la progression des couches mortes jusqu’à
leur détachement à la surface de la peau. Diﬀérents stades dans l’évolution du kératino-
cyte (prolifération, étapes précoces et tardives de la diﬀérenciation, corniﬁcation) sont
morphologiquement distinguables en microscopie optique et électronique, et permettent
ainsi de déﬁnir les diﬀérentes couches de l’épiderme (Figure 10).
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Figure 10 – Ultrastructure de l’épiderme. L’épiderme est composé de quatre couches
(couche basale, couche épineuse, couche granuleuse et couche cornée) morphologiquement
diﬀérentes. Le derme et un mélanocyte (M) présent dans l’assise basale sont également
visualisables. D’après (Pavelka and Roth, 2015).
2.2.1 La couche basale
La couche basale ou stratum basale, couche la plus profonde de l’épiderme, est formée
d’une seule assise de kératinocytes de forme cubique, dont le noyau occupe une large
place dans le cytoplasme. Chaque kératinocyte est ancré à la lame basale via les hémi-
desmosomes et relié entre eux par les desmosomes. Les desmosomes sont des jonctions
intercellulaires où s’ancrent les ﬁlaments intermédiaires de kératines. A ce stade, les ké-
ratines K5 et K14 sont exprimées par tous les kératinocytes prolifératifs et constituent
des marqueurs spéciﬁques de la couche basale (Menon, 2002). Les kératinocytes basaux
assurent le renouvellement continu de l’épiderme. Par une série de division (paragraphe
2.3.1 pour plus de détails), les kératinocytes prolifératifs génèrent des cellules ﬁlles qui se
détachent de la lame basale et qui s’engagent dans le processus de diﬀérenciation kérati-
nocytaire (Eckhart et al., 2013).
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2.2.2 La couche épineuse
La couche épineuse ou stratum spinosum est composée de 5 à 10 assises de cellules. Une
fois détachés de la lame basale, les kératinocytes basaux cessent de se diviser et migrent
dans les couches suprabasales de l’épiderme où ils subissent de nombreux changements
morphologiques. Les kératinocytes épineux se caractérisent par une forme polyédrique,
une augmentation du volume cytoplasmique et par de nombreux desmosomes qui leur
donnent un aspect épineux (Figure 10). Au sein du cytoplasme, ces desmosomes sont re-
liés par un important réseau de ﬁlaments intermédiaires de kératines formant une cage
périnucléaire particulièrement visible en microscopie électronique. Les desmosomes et ﬁ-
laments intermédiaires sont reliés via la plaque desmosomale et permettent l’interaction
cellule-cellule. Ils jouent un rôle crucial dans la cohésion et la résistance mécanique de
l’épiderme. Les kératinocytes épineux sont caractérisés par la production des kératines
K1 et K10, qui constituent des marqueurs biochimiques de la couche épineuse. Dans les
dernières assises épineuses, les kératinocytes commencent à s’aplatir et se transforment en
kératinocytes granuleux. Au niveau du pôle apical des kératinocytes épineux supérieurs,
apparaissent des organites sécrétoires tubulo-vésiculaires, visualisables uniquement en mi-
croscopie électronique, de taille de 0,2 à 0, 3 μm : les corps lamellaires (Menon, 2002).
2.2.3 La couche granuleuse
La couche granuleuse ou stratum granulosum comprend 2 à 5 assises de kératinocytes.
Ces derniers représentent les dernières cellules vivantes de l’épiderme avant le proces-
sus de corniﬁcation qui s’accompagne de la destruction du noyau et de la disparition de
toute activité transcriptionnelle. Les kératinocytes granuleux présentent une morphologie
aplatie et doivent leur nom aux nombreux grains de kératohyaline présents dans leur cy-
toplasme (Figure 11A). Ces structures correspondent à des agrégats insolubles de deux
protéines, la loricrine (granules L, d’aspect arrondi) et le précuseur de la ﬁlaggrine, la
proﬁlaggrine (granules F, irréguliers et plus gros), produites en grandes quantités par
ces cellules. Elles sont également composées de protéines riches en cystéine telles que K1
et K10. La taille des grains de kératohyaline augmente dans les assises les plus superﬁ-
cielles de la couche granuleuse. Les kératinocytes granuleux sont également caractérisés
par la présence de nombreux corps lamellaires présents au pôle apical. Ces vésicules cy-
toplasmiques présentent une structure interne très organisée et renferment notamment
un empilement de lamelles lipidiques aplatis qui leur donnent une apparence striée en
microscopie électronique. Le contenu de ces vésicules, particulièrement riche en lipides,
est déversé dans l’espace intercellulaire à la transition couche granuleuse/couche cornée
et permet la formation des lamelles lipidiques ou lamellae, nécessaires à l’imperméabilité
de la couche cornée (Figure 11B-C). La partie 3.1 du chapitre 3 détaillera l’organisation
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et le rôle des lamellae dans la fonction barrière de l’épiderme.
Figure 11 – Grains de kératohyaline et corps lamellaires présents dans la
couche granuleuse et observés en microscopie électronique à transmission. (A)
Couche granuleuse et couche cornée d’un épiderme murin. Les ﬂèches noires indiquent les
grains de kératohyaline présents dans la couche granuleuse. Les ﬂèches blanches pointent
les espaces intercornéocytaires de la couche cornée. Grossissement X6000. D’après (Madi-
son, 2003). (B) Sécrétion d’un corps lamellaire (CL) à l’interface couche granuleuse/couche
cornée (CG/CC). D’après (Menon et al., 2012). (C) Détails d’un corps lamellaire dans
un épiderme murin. L’aspect strié est très bien visualisable et représente les lamelles li-
pidiques qui seront ensuite déversées dans les espaces intercornéocytaires à la jonction
CG/CC ; Barre d’échelle = 100 μm. D’après (Menon et al., 2012)
2.2.4 La couche cornée
La couche cornée ou stratum corneum représente la dernière couche de l’épiderme. Elle
est composée de 20 à 30 assises de cellules mortes, aplaties et anuclées appelées cornéocytes
(Figure 12A). Le cornéocyte représente le dernier stade de diﬀérenciation kératinocytaire.
Il provient de la transformation d’un kératinocyte granuleux qui a progressivement perdu
ses organites intracellulaires (noyau et structures cytoplasmiques dégradés) lors de la
corniﬁcation (Cf. paragraphe 2.3.2). Son contenu cytoplasmique a été remplacé par une
matrice ﬁbreuse composée de macroﬁbrilles de kératine et sa membrane plasmique a fait
place à une coque rigide et insoluble, l’enveloppe cornée. De plus, au cours de ce processus,
les desmosomes se transforment en cornéodesmosomes (Figure 12B-C ; Cf. paragraphe
3.2.3). Ces structures jonctionnelles sont spéciﬁques de la couche cornée (et du follicule
pileux) et assurent une cohésion intercornéocytaire. La couche cornée peut être subdivisée
en deux zones : le stratum compactum, en profondeur, composé de cornéocytes très cohésifs
grâce à la présence de nombreux cornéodesmosomes, puis le stratum disjunctum, siège
d’une desquamation continue où les cornéodesmosomes sont protéolysés entrainant un
détachement progressif des cornéocytes (Cf. paragraphe 2.3.4).
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Figure 12 – Cornéocytes, cornéodesmosomes, lamelles lipidiques, enveloppe
cornée et matrice ﬁbreuse observés en microscopie électronique à transmis-
sion. (A) Aspect des cornéocytes qui forment la couche cornée. Les ﬂèches blanches in-
diquent les lipides intercornéocytaires. D’après (Menon et al., 2012). (B) Observation de
l’enveloppe cornée (EC) de deux cornéocytes reliés par un cornéodesmosome (CD). Barre
d’échelle = 100 nm. D’après (Lin et al., 2012). (C) Observation des lamelles lipidiques
(LL, lamellae) intercornéocytaires, de la matrice ﬁbreuse intracornéocytaire (MF) et d’un
cornéodesmosome (CD). Barre d’échelle = 100 nm. D’après (Lin et al., 2012)
2.3 L’homéostasie épidermique
L’épiderme forme une barrière qui nous protège contre des stress environnementaux
(pathogènes, pertes hydriques, stress mécanique, stress thermique...). Aﬁn d’assurer ce
rôle, l’homéostasie épidermique doit être conservée : il est nécessaire que l’auto-renouvellement
des kératinocytes de la couche basale compense parfaitement le détachement des cornéo-
cytes à la surface de l’épiderme.
2.3.1 La couche basale et l’auto-renouvellement
Les cellules souches épidermiques (CSE) sont garantes de l’homéostasie épidermique
et de la réparation de l’épiderme. Deux critères fondamentaux déﬁnissent les cellules
souches : leur capacité à s’auto-renouveler et leur faculté à se diﬀérencier en tout type
de lignées cellulaires au sein de leur tissu d’origine (Pastushenko et al., 2015). Au sein de
l’épiderme, il existe trois populations de cellules souches localisées dans diﬀérentes régions :
la couche basale de l’épiderme inter-folliculaire, le bulge au niveau du follicule pileux et
la glande sébacée. Ces trois populations cellulaires sont maintenues par leur propres CSE
lors du renouvellement physiologique de l’épiderme. Néanmoins, lorsque l’homéostasie
épidermique est perturbée, ces trois types de CSE sont capables de générer indiﬀéremment
les trois structures épidermiques (épiderme inter-folliculaire, follicule pileux et glande
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sébacée).
L’épiderme humain et l’épiderme murin présentent quelques diﬀérences dans leur fré-
quence de renouvellement et dans les caractéristiques de leurs populations de CSE. En
eﬀet, l’épiderme humain est épais avec un renouvellement épidermique fréquent tandis que
l’épiderme murin apparaît plus ﬁn et moins actif. De plus, certains marqueurs utilisés pour
identiﬁer les CSE sont diﬀérents chez l’homme et chez la souris. Malgré ces diﬀérences,
les voies de signalisation contrôlant le maintien des CSE dans un état non diﬀérencié,
leur activation, leur spéciﬁcation de lignage et leur entrée en diﬀérenciation apparaissent
communes entre les deux espèces. Ainsi, même si plusieurs études visant à comprendre
la dynamique de renouvellement épidermique ont été réalisées sur des modèles murins,
elles peuvent être transposables à l’homme et elles nous informent sur le renouvellement
épidermique chez les mammifères (Pincelli and Marconi, 2010).
Le renouvellement de l’épiderme à l’état physiologique dépend de la prolifération d’une
sous-population de kératinocytes basaux, appelés cellules souches inter-folliculaires (CS-
IF). Contrairement aux CSE du follicule pileux localisées principalement dans le bulge,
il semblerait que les CS-IF soient dispersées aléatoirement dans toute la couche basale
épidermique. La compréhension des mécanismes assurant l’auto-renouvellement de l’épi-
derme reste sujet à débat et à l’heure actuelle deux modèles sont avancés aﬁn d’expliquer
cette dynamique.
2.3.1.1 Le modèle hiérarchique ou modèle basé sur les unités de prolifération
épidermique (EPU)
Ce modèle a été proposé pour la première fois en 1974 par Potten. Il suppose que les
cellules épidermiques s’organisent en colonnes appelées EPU, dans lesquelles les cellules
suprabasales et les cornéocytes dérivent de cellules progénitrices situées dans la couche
basale, à la base de la colonne. Cette théorie a été renforcée par des études plus récentes.
Le marquage clonal des cellules épidermiques (par rétrovirus ou transgenèse) a conﬁrmé
l’existence de colonnes de cellules marquées allant de la couche basale jusqu’à la couche
cornée (Strachan and Ghadially, 2008). La présence d’EPU a été observée dans la peau
du dos de souris mais également dans de la peau humaine relativement ﬁne où la jonction
dermo-épidermique est aplatie (avant-bras, cuisses, abdomen). Dans ce modèle, une cellule
souche épidermique, se divisant très rarement, génère suite à une division asymétrique, une
cellule ﬁlle et une cellule d’ampliﬁcation transitoire (TA) ayant un potentiel prolifératif
limité (Figure 13A). Les TA se divisent à leur tour ; après quelques divisions (moins de
15), elles subissent une baisse d’expression des intégrines de surface, ce qui conduit à leur
détachement de la lame basale, à leur migration en position suprabasale et ainsi à leur
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Figure 13 – Modèles de renouvellement de l’épiderme. (A) Modèle hiérarchique
basé sur l’existence d’unités de prolifération épidermique (EPU). Dans ce modèle, les cel-
lules souches inter-folliculaires (CS-IF) se divisent en cellules d’ampliﬁcation transitoire
(TA) qui elles-mêmes se divisent et donnent des cellules post-mitotiques (PM) qui s’en-
gagent dans la voie de diﬀérenciation épidermique. (B) Modèle stochastique qui repose sur
une population de cellules progénitrices. Dans ce modèle, les CS-IF n’interviennent pas
en conditions physiologiques ; seules des cellules progénitrices au potentiel prolifératif non
limité (EPC) se divisent de manière symétrique ou asymétrique, générant respectivement
deux PM (8% des divisions), deux EPC (8%), ou une EPC et une PM (84%). D’après
(Hsu et al., 2014).
2.3.1.2 Le modèle stochastique ou modèle basé sur une seule population de
progéniteurs (EPC)
Bien que le modèle hiérarchique ait été largement accepté, des études relativement ré-
centes ont proposé un modèle alternatif détaillé ci-dessous, dans lequel les cellules souches
épidermiques ne joueraient pas de rôle dans des conditions physiologiques.
Ce modèle a été proposé par Clayton en 2007 et repose sur une étude quantitative
du devenir des cellules épidermiques (Clayton et al., 2007). Dans cette étude, les auteurs
ont utilisé des souris transgéniques aﬁn de marquer et de suivre (à diﬀérents intervalles
de temps) les cellules épidermiques dans la queue de souris « saines ». Dans ce modèle,
une seule population de cellules progénitrices (EPC) ayant un potentiel prolifératif non li-
mité (contrairement aux TA) serait responsable à elle-seule de l’homéostasie épidermique.
La division d’une EPC aurait trois conséquences (Figure 13B). Selon des choix stochas-
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tiques, cette division pourrait générer une cellule ﬁlle entrant en diﬀérenciation (cellule
post-mitotique, PM) et une cellule progénitrice restant dans la couche basale (84% des
divisions), ou deux cellules progénitrices (8%), ou bien deux cellules ﬁlles qui se diﬀéren-
cieraient (8%) (Fuchs and Horsley, 2008; Senoo, 2013; Hsu et al., 2014). Des études plus
récentes, également réalisées chez la souris (œsophage et oreille), ont aboutis à cette même
conclusion et sont en accord avec le modèle stochastique (Doupé et al., 2010, 2012). Bien
que ce modèle soit très attrayant par sa simplicité, une autre étude récente réalisée par
Macré et al., en 2012, le remet en cause et soutient le modèle hiérarchique.
L’ensemble de ces travaux reﬂète la complexité du renouvellement épidermique et
prouve à quel point les mécanismes sous-jacents ne sont pas encore complètement élucidés.
2.3.2 La régulation de la diﬀérenciation terminale ké-
ratinocytaire
La diﬀérenciation épidermique est un processus ﬁnement régulé par plusieurs acteurs.
2.3.2.1 Le calcium
La prolifération et la diﬀérenciation des kératinocytes sont étroitement liées à la
concentration en calcium extracellulaire. Au niveau de l’épiderme, le calcium suit un gra-
dient croissant de la couche basale vers les couches suprabasales puis décroissant dans la
couche cornée (Figure 14). La faible concentration calcique dans la couche basale permet
de maintenir les kératinocytes en prolifération tandis que l’augmentation de la concen-
tration en calcium dans la couche granuleuse permet la sécrétion des corps lamellaires,
l’expression de nombreux marqueurs de la diﬀérenciation épidermique et l’activation d’en-
zymes impliquées dans la corniﬁcation (par exemple les transglutaminases Cf chapitre 3
paragraphe 3.2.2) (Menon et al., 1994; Elsholz et al., 2014). Ce gradient calcique est main-
tenu dans l’épiderme grâce aux jonctions serrées qui empêchent les fuites calciques. Il est
également vulnérable aux troubles de la barrière épidermique et peut diminuer si celle-ci
est endommagée (Elias et al., 2002). Les kératinocytes sont capables de sentir les variations
de concentrations en calcium extracellulaire via l’expression à leur surface membranaire
des récepteurs transmembranaires CaSR («G-protein coupled calcium-sensing receptor »),
ces derniers étant fortement exprimés dans les couches suprabasales (Figure 14). La re-
connaissance du calcium extracellulaire par ces récepteurs permet d’ouvrir les canaux
calciques de la membrane plasmique et du reticulum endoplasmique ce qui augmente la
concentration calcique intracellulaire. En conséquence, des facteurs de transcription ca-
pables de se ﬁxer sur les régions promotrices des gènes de la diﬀérenciation épidermique
peuvent être activés. Le gradient de calcium épidermique joue donc un rôle important
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Figure 14 – Régulation de la diﬀérenciation des kératinocytes par le calcium
et la vitamine D. VDR : récepteur nucléaire à la vitamine D, CaSR : récepteur au
calcium. Adapté de (Piotrowska et al., 2016).
dans le contrôle de la diﬀérenciation épidermique (Elsholz et al., 2014).
2.3.2.2 La vitamine D
La peau est la principale source de vitamine D ou cholécalciférol. Sous l’eﬀet des
rayonnements UV, le 7,déhydrocholestérol est converti en vitamine D3, qui est ensuite
métabolisée en 1,25(OH)2D3 (Vit D) correspondant à la forme biologiquement active
(Figure 14). La Vit D participe à la régulation de l’expression de gènes de la diﬀérenciation
épidermique (Piotrowska et al., 2016). Elle se lie à son récepteur nucléaire (VDR) qui
s’associe ensuite à son partenaire le récepteur X aux rétinoïdes (RXR). Le complexe VDR-
RXR régule la transcription de gènes cibles en se liant à des éléments de réponse de la
vit D (VDRE) situés au niveau des régions promotrices. Tous les kératinocytes des assises
vivantes de l’épiderme expriment des VDR et peuvent donc répondre à la Vit D. Au sein du
kératinocyte, la Vit D active ainsi l’expression de gènes de la diﬀérenciation épidermique
comme ceux codant l’involucrine, la loricrine, la ﬁlaggrine, les transglutaminases et stimule
la formation de la couche cornée (Bikle and Pillai, 1993). De plus, la Vit D a un eﬀet
indirect sur l’induction de la diﬀérenciation kératinocytaire via l’activation de la voie
calcique (Su et al., 1994). En eﬀet, elle peut activer l’expression des récepteurs calciques
(CaSR) entrainant de cette manière une augmentation de calcium dans le cytoplasme des
kératinocytes (Ratnam et al., 1999).
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Ainsi, la Vit D participe à la régulation de la diﬀérenciation épidermique et renforce
l’action du calcium dans ce processus.
2.3.3 La corniﬁcation : une apoptose particulière ?
Les kératinocytes de l’épiderme subissent un programme de diﬀérenciation dont l’ul-
time étape est une mort cellulaire particulière appelée corniﬁcation. La corniﬁcation abou-
tit à la formation des cornéocytes qui composent la couche cornée.
Au cours de ce processus, les kératinocytes granuleux, dernières cellules vivantes de
l’épiderme, subissent de multiples modiﬁcations biochimiques et structurales aﬁn de de-
venir des cornéocytes. La corniﬁcation se caractérise par trois éléments majeurs (1) le
remplacement des organelles et du contenu intracytoplasmique par un cytosquelette com-
pact riche en kératines formant une matrice ﬁbreuse, (2) la liaison des protéines et des
lipides à la périphérie cellulaire pour former une coque rigide, l’enveloppe cornée, et (3)
la formation des lipides intercornéocytaires et des cornéodesmosomes qui lient fortement
les cornéocytes entre eux. Ces trois étapes ne seront pas détaillées dans ce chapitre mais
dans le chapitre 3 qui décrit la couche cornée comme une barrière multifonctionnelle.
2.3.3.1 Corniﬁcation et apoptose
La corniﬁcation est considérée comme une apoptose particulière. En eﬀet, ces deux
processus présentent des analogies moléculaires et cellulaires, telles que la perte du noyau
et des organites intracytoplasmiques, des modiﬁcations morphologiques du cytosquelette
et de la cellule, l’implication d’évènements protéolytiques et des changements mitochon-
driaux. Toutefois, la corniﬁcation se distingue de l’apoptose sur quelques points mor-
phologiques et biochimiques. La principale diﬀérence réside dans la ﬁnalité de ces deux
processus. L’apoptose est très souvent associée à un processus enclenché aﬁn d’éliminer
des cellules endommagées ou néfastes pour l’organisme tandis que la fonction majeure de
la corniﬁcation est de produire des cellules mortes qui vont former une barrière solide,
jouant un rôle essentiel dans la protection de l’organisme (Lippens et al., 2005).
L’apoptose est un mécanisme rapide, qui s’accomplit en quelques heures. Lorsqu’une
cellule entre en apoptose, ses organites cessent de fonctionner, sont endommagés mais
leur intégrité est maintenue. L’ADN nucléaire est en parti dégradé via l’action de DNAses
activées par des caspases. La membrane plasmique reste intacte aﬁn d’éviter des fuites du
contenu cellulaire dans l’environnement. Elle s’invagine et des vésicules apoptotiques sont
ainsi formées et reconnues par des macrophages aﬁn d’être phagocytées (Lippens et al.,
2005; Elmore, 2007).
La corniﬁcation est un processus plus lent que l’apoptose puisque la diﬀérenciation
terminale kératinocytaire s’étale sur plusieurs semaines. Lors de la corniﬁcation, les com-
partiments subcellulaires sont détruits (noyau, mitochondries, réticulum endoplasmique
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et lysosomes). Mise à part la dégradation de l’ADN nucléaire qui se fait via l’action de
la DNase1L2, les mécanismes de dégradation des organelles sont encore peu caractérisés.
La membrane plasmique est remplacée par l’enveloppe cornée. Les cornéocytes formés à
l’issu de ce processus, ne sont pas éliminés par phagocytose comme lors d’une apoptose
« classique » mais sont progressivement exfoliés à la surface épidermique via le processus
de desquamation (Lippens et al., 2005; Eckhart et al., 2013).
L’activité protéasique est indispensable aussi bien pour l’apoptose que la corniﬁcation.
Cependant, les diﬀérentes enzymes en jeu ne sont pas les mêmes (Lippens et al., 2009).
Les caspases pro-apoptotiques telles que les caspases 3, 6, 7 et 9 sont exprimées dans la
peau mais seulement sous leur forme zymogène. Elles ne semblent pas impliquées dans
la corniﬁcation puisqu’elles ne sont pas activées au cours de la diﬀérenciation kératinocy-
taire. Néanmoins, une caspase non-apoptotique, la caspase-14, est clairement nécessaire au
développement normal de l’épiderme. Cette caspase, est exclusivement exprimée dans les
couches suprabasales épidermiques et est activée au cours de la corniﬁcation. Un modèle
de souris inactivées pour le gène codant la caspase-14 présente des défauts de formation de
la couche cornée qui se traduisent par une augmentation des pertes en eau à travers l’épi-
derme et de la sensibilité aux UV (Denecker et al., 2007). Ce modèle a permis de montré
le rôle important de la caspase-14 dans la corniﬁcation par son action protéolytique de la
proﬁlaggrine et dans la protection contre les rayonnements UV. De plus, il est clairement
établi que la corniﬁcation nécessite l’activité des transglutaminases. Les transglutami-
nases 1, 3 et 5 sont impliquées dans la formation de l’enveloppe cornée (Cf paragraphe
3.2.2) tandis que la transglutaminase 2 serait plus liée à l’apoptose bien que cela n’ait pas
été clairement démontré. Enﬁn, les cathépsines participent à la fois à l’apoptose et à la
corniﬁcation en particulier la cathépsine D (Lippens et al., 2005).
2.3.3.2 Mécanismes anti-apoptotiques au cours de la diﬀérenciation épider-
mique
L’apoptose « classique » peut être induite dans l’épiderme sous l’eﬀet de rayonnements
aux UV (Lippens et al., 2005), qui entrainent la formation de kératinocytes présentant des
caractéristiques de cellules apoptotiques (noyau picnotique et cytoplasme éosinophile).
Cette apoptose touche essentiellement les kératinocytes de la couche basale suggérant
ainsi la mise en place de mécanismes de survie ou mécanismes anti-apoptotiques dans les
couches suprabasales. Au cours de ces 15 dernières années, il a clairement été démontré que
les kératinocytes activaient des mécanismes anti-apoptotiques lors de leur diﬀérenciation
aﬁn d’empêcher une mort précoce qui aurait lieu avant la corniﬁcation (Eckhart et al.,
2013).
De nombreuses études ont permis de prouver que NF-κB était un facteur de trans-
cription fondamental pour empêcher l’apoptose des kératinocytes dans des conditions
normales ou pathologiques. NF-κB n’est pas activé dans les kératinocytes prolifératifs
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mais il est induit et transloqué au noyau lors de la diﬀérenciation (Seitz et al., 1998). En
parallèle, les gènes anti-apoptotiques cibles de NF-κB tels que c-IAP-1, c-IAP-2, TRAF1
et TRAF2 apparaissent sur-exprimés (Qin et al., 1999). Ces données suggèrent un rôle
important de NF-κB dans la protection des kératinocytes contre l’apoptose lors de leur
diﬀérenciation. De plus, des modèles murins invalidés pour des acteurs essentiels de la
voie NF-κB (NEMO ou TAK1) spéciﬁquement dans l’épiderme présentent une apoptose
précoce des kératinocytes et développent une réponse inﬂammatoire importante (Nenci
et al., 2006; Omori et al., 2006).
Cette forme de résistance à l’apoptose des kératinocytes dépendrait également de la
voie PI3K/AKT, activée par EGFR (« Epidermal Growth Factor Receptor ») et IGF1R
(« Insulin Growth Factor-1-Receptor »). En eﬀet, des souris ayant perdu l’expression de
AKT ont un épiderme plus ﬁn et moins de follicules pileux en comparaison à des souris
témoins (Peng et al., 2003; Yang et al., 2005). Un modèle d’épiderme reconstruit humain
dans lequel l’expression d’AKT1 a été inhibée montre une apoptose pré-maturée des ké-
ratinocytes (Thrash et al., 2006). De plus, il a été démontré qu’AKT était capable de
phosphoryler et d’inhiber un membre pro-apoptotique de la famille Bcl-2 : BAD (Datta
et al., 1997).
Ainsi, même si la corniﬁcation partage des caractéristiques biochimiques communes
avec l’apoptose, elle correspond plutôt à une mort cellulaire spéciﬁque dont le but est
de former une couche de cellules mortes à vocation protectrice pour la peau. Aﬁn d’as-
surer la mise en place de cette barrière, les kératinocytes activent des mécanismes anti-
apoptotiques lors de la diﬀérenciation épidermique. La Figure 15 résume et oppose les
principales modiﬁcations morphologiques et biochimiques opérées lors de l’un et l’autre
de ces processus.
Figure 15 – Corniﬁcation versus apoptose dans l’épiderme : les changements
morphologiques et biochimiques. D’après (Lippens et al., 2005).
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2.3.4 La couche cornée et la desquamation
La desquamation (du latin desquamare, écailler) correspond à l’exfoliation des cornéo-
cytes à la surface de la peau. Environ 1000 cellules mortes/cm2/h se détachent lors de cet
évènement biologique (Roberts and Marks, 1980). Ce processus très actif se traduit par
une lyse progressive des structures jonctionnelles qui lient les cornéocytes entre eux : les
cornéodesmosomes (Cf paragraphe 3.2.3 pour la structure et la composition protéique des
cornéodesmosomes).
2.3.4.1 La dégradation des composants des cornéodesmosomes est nécessaire
à la desquamation
Des études ultrastructurales ont montré que la dégradation des cornéodesmosomes
dans les cornéocytes les plus superﬁciels était concomitante à la desquamation. Dans la
couche cornée non palmo-plantaire, la baisse de cohésion intercornéocytaire se déroule
en deux temps. Tout d’abord, les cornéodesmosomes centraux sont dégradés à l’interface
entre le stratum compactum et le stratum disjunctum. Ensuite, les cornéodesmosomes per-
sistants en périphérie cellulaire sont à leur tour dégradés permettant ainsi la séparation
des cornéocytes entre eux. La desquamation dans les régions palmo-plantaires est diﬀé-
rente puisque les cornéodesmosomes non périphériques sont préservés de toute protéolyse
sur toute la hauteur de la couche cornée, qui de ce fait est beaucoup plus épaisse que dans
les zones non palmo-plantaires (Skerrow et al., 1989; Chapman and Walsh, 1990).
Le clivage protéolytique de la partie extracellulaire des cornéodesmosomes est l’évène-
ment clé de la desquamation. En eﬀet, en microscopie électronique, cette partie extracel-
lulaire apparait moins dense jusqu’à complètement disparaître dans les strates les plus
superﬁcielles de la couche cornée, traduisant une dégradation des composants des cornéo-
desmosomes concomitante au détachement des cornéocytes (Chapman and Walsh, 1990;
Fartasch et al., 1993). L’implication d’enzymes dans ce processus a été proposée pour la
première fois en 1987 (Bissett et al., 1987). Ils observèrent que l’application en topique
de trypsine sur le stratum corneum de peau humaine ou de peau de porc diminuait la
cohésion de la couche cornée et accélérait la desquamation. Inversement, la desquamation
était réduite par l’utilisation d’inhibiteurs de protéases comme le PMSF (phenylmethyl-
sulfonyl ﬂuoride). Par la suite, Egelrud et Lundström initièrent des études in vitro avec
des protéases normalement présentes dans la couche cornée de tous types de peaux. Ils
démontrèrent que la dissociation des cornéocytes entre eux est dépendante du pH, de la
température et de l’activité endogène de protéases de type chymotrypsine (Egelrud et al.,
1988; Egelrud and Lundström, 1990, 1991; Lundström and Egelrud, 1988, 1990a, 1991).
Lors de cette étape, ils observèrent une dégradation des protéines (cornéo)desmosomales :
la desmogléine 1 (DSG1) et la cornéodesmosine (CDSN) (Lundström and Egelrud, 1990b;
Lundström et al., 1994). Leurs travaux furent suivis par ceux de Suzuki et al. qui conﬁr-
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mèrent la dégradation de DSG1 et l’implication d’enzymes de type chymotrypsine et de
type trypsine lors de la desquamation de la couche cornée de peaux non palmo-plantaires
(Suzuki et al., 1993, 1996).
Ainsi, ces premiers travaux ont démontré que la protéolyse des composants externes
des cornéodesmosomes, entre autres DSG1 et CDSN, était une étape indispensable pour
permettre le détachement des cornéocytes à la surface de l’épiderme.
2.3.4.2 Les protéases impliquées dans la desquamation
De nombreuses enzymes (protéases à sérine, à cystéine, à aspartate) ont été identiﬁées
dans la couche cornée et peuvent jouer un rôle crucial dans le processus de desquamation.
Des analyses par zymographie utilisant comme substrat la caséine ou des substrats
peptidiques ont permis de mettre en évidence une activité protéase de type trypsine
et chymotrypsine dans la couche cornée de l’épiderme humain. Deux protéases à sérine
ont alors été puriﬁées à partir de la couche cornée humaine. Elles ont été clonées et
caractérisées comme protéases majeures de la desquamation. Il s’agit de la kallikréine 5
(KLK5 ou SCTE, « Stratum Corneum Tryptic Enzyme ») et de la kallikréine 7 (KLK7 ou
SCCE, Stratum Corneum Chymotryptic Enzyme ») (Lodén and Maibach, 2005). Ces deux
enzymes sont fortement exprimées dans les kératinocytes granuleux et sont transportées
par les corps lamellaires qui les déversent dans les espaces intercellulaires à la transition
couche granuleuse/couche cornée. Synthétisées sous forme de précurseurs inactifs (pro-
enzymes), elles sont activées par clivage de leur domaine N-terminal, sous l’action d’une
protéase de type trypsine (Hansson et al., 1994). Des expériences in vitro réalisées par
Caubet et al. ont mis en évidence les cibles de ces deux protéases dans la couche cornée.
En incubant des protéines épidermiques avec ces deux enzymes à pH 5,6 (un pH proche du
pH physiologique de la couche cornée), ils ont montré que KLK5 est capable de dégrader
DSG1, desmocolline 1 (DSC1) et CDSN tandis que KLK7 clive DSC1 et CDSN (Caubet
et al., 2004a).
Ces deux protéases appartiennent à la grande famille des kallikréines qui regroupent
15 membres chez l’homme (KLK1-KLK15). Les nombreux travaux de Komatsu et al. ont
montré par des analyses de qRT-PCR et d’hybridation in situ qu’en plus de KLK5 et
KLK7, 9 autres kallikréines (KLK1, KLK4, KLK6, KLK8-11, KLK13 et KLK14) sont
exprimées dans l’épiderme humain normal au niveau transcriptionnel et/ou protéique.
Cependant, les niveaux d’expression et les localisations au sein des couches de l’épiderme
peuvent varier d’une kallikréine à l’autre (Komatsu et al., 2003, 2005b). De plus, au
moins 7 kallikréines (KLK5-8, KLK10, KLK11, KLK13 et KLK14) ont été détectées
dans la couche cornée d’épiderme humain sain ; KLK7, KLK8 et KLK11 étant les plus
abondantes (Komatsu et al., 2005a,b, 2006b). La Figure 16 résume les travaux de Komatsu
et al. Parmi les kallikréines présentes dans la couche cornée, KLK5, KLK7, KLK8 et
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Figure 16 – Proﬁls d’expression des kallikréines au cours de la diﬀérenciation
épidermique. D’après (Komatsu et al., 2005b).
KLK14 sont décrites comme étant actives dans des conditions physiologiques (Ovaere
et al., 2009). Toutefois KLK5, KLK7 et KLK14 sont les seules kallikréines considérées à
ce jour comme responsables de la desquamation du stratum corneum. En eﬀet, l’essentiel
de l’activité de type chymotrypsine détectée dans la couche cornée est dû à KLK7 alors
que l’activité trypsique provient majoritairement des KLK5 et KLK14 (Brattsand et al.,
2005; Stefansson et al., 2006). D’ailleurs, il a été montré in vitro que KLK14 pouvait elle
aussi dégradée des composants des cornéodesmosomes : DSG1 (Borgoño et al., 2007).
Plusieurs expériences réalisées in vitro supposent que ces trois enzymes font parties
d’une cascade protéolytique impliquée dans la desquamation. En eﬀet, il a été démontré
que KLK5 est capable de s’auto-activer mais également d’être activée par KLK14. Une
fois présente sous sa forme active, KLK5 peut cliver le domaine N-terminal des pro-KLK7
et pro-KLK14 aﬁn de les activer à leur tour. Ces trois kallikréines sont ensuite aptes à
dégrader de concert les protéines cornéodesmosomales (DSG1, DSC1, CDSN) (Caubet
et al., 2004a; Borgoño et al., 2007). Cependant, il n’est pas exclu que d’autres protéases
à sérine de la famille des kallikréines puissent jouer un rôle dans la desquamation au sein
de l’épiderme et participent à la cascade d’activation des kallikréines. Il est notamment
possible que KLK6, détectée dans les couches granuleuse et cornée, participe au processus
de desquamation puisqu’elle est capable de cliver eﬃcacement DSG1 in vitro (Borgoño
et al., 2007). De plus, KLK8, également présente dans l’épiderme, depuis la couche épi-
neuse jusqu’à la couche cornée, pourrait aussi intervenir. En eﬀet, des souris ayant perdu
l’expression de Klk8 présentent un clivage ineﬃcace de Dsg1 et Cdsn dans la couche cornée
(après application d’ester de phorbol sur la peau), ce qui contribue à un retard d’exfolia-
tion des cornéocytes et au développement d’une hyperkératose (Kishibe et al., 2007). Ce
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Figure 17 – Cascade d’activation des protéases de la couche cornée potentiel-
lement impliquées dans la desquamation et vue d’ensemble de leurs protéines
cibles et des inhibiteurs régulant l’activité des protéases. D’après (Jonca et al.,
2009).
travail suppose qu’en l’absence de Klk8 l’homéostasie épidermique est perturbée. KLK8
pourrait donc intervenir dans la desquamation du stratum corneum à travers l’activa-
tion d’autres kallikréines. Enﬁn, les travaux de Yoon et al. ont grandement complété les
connaissances sur la cascade d’activation des kallikréines. Les 15 kallikréines humaines
connues à ce jour (KLK1-15), ont été produites sous leur forme inactive et l’hydrolyse de
ces pro-KLKs par 12 kallikréines activées (à l’exception de KLK9, KLK10 et KLK15) a
été évaluée in vitro. Ils ont ainsi démontré que KLK11 est capable de s’auto-activer et
d’activer la pro-KLK6 et la pro-KLK14, cette dernière étant activée serait capable à son
tour de cliver la pro-KLK11. La pro-KLK6 pourrait être clivée par KLK5 et activer la
pro-KLK11. Les KLK6 et KLK11 n’ont pas encore été détectées sous leur forme active
dans la couche cornée. Cependant, étant donné la co-localisation de ces deux kallikréines
avec KLK5, KLK7 et KLK14 dans l’épiderme, ces résultats supposent une cascade d’acti-
vation entre ces enzymes au sein de la couche cornée et leur implication dans le processus
de desquamation (Yoon et al., 2007).
La Figure 17 résume cette hypothétique cascade d’activation des kallikréines dans la
couche cornée, leurs inhibiteurs de protéases et leurs protéines cibles.
La plupart des études sur la desquamation se sont focalisées sur les protéases à sérine,
mais d’autres protéases ont également été identiﬁées dans la couche cornée. Parmi elles,
deux protéases à cystéine, la cathépsine V (aussi nommée cathépsine L2, CSTL2) et la ca-
thépsine L-like (CTSL-Like) ainsi qu’une protéase à aspartate, la cathépsine D (CSTD),
sont sécrétées par les corps lamellaires et sont localisées à proximité des cornéodesmo-
somes. En revanche, leur implication dans le processus de desquamation reste incertain.
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Comme les kallikréines, les cathépsines sont synthétisées sous forme de pro-enzymes et
sont activées par maturation protéolytique (parfois par auto-clivage) dans un environne-
ment acide. Ces enzymes sont capables de dégrader in vitro DSC1 et CDSN ce qui suppose
qu’elles pourraient jouer un rôle dans la desquamation (Figure 17) (Bernard et al., 2003;
Igarashi et al., 2004; Zeeuwen et al., 2007). D’ailleurs, des souris déﬁcientes pour Ctsl
(probablement l’orthologue de CTSL2, 50% d’identité avec la protéine humaine) ou Cstd
(70 % d’identité avec l’homme) développent des anomalies au niveau de l’épiderme en
particulier une acanthose et/ou une hyperkératose, ce qui renforce l’idée que ces enzymes
puissent être impliquées dans la desquamation (Figure 17) (Roth et al., 2000; Egberts
et al., 2004). Cependant, chez l’homme, des mutations non sens dans le gène CTSD sont
responsables d’une maladie neurodégénérative sans aucune manifestation cutanée, ce qui
remet en cause le rôle de cette enzyme dans la desquamation. Des travaux plus pous-
sés devraient donc être menés aﬁn de clariﬁer le rôle respectif de ces protéases dans le
processus de dégradation protéolytique qui accompagne la desquamation.
2.3.4.3 Les inhibiteurs de protéases régulant la desquamation
Une large diversité d’inhibiteurs de protéases est également présente dans l’épiderme
et est impliquée dans la régulation des évènements protéolytiques associés à la desqua-
mation. Un déséquilibre protéases/inhibiteurs de protéases peut avoir de graves consé-
quences sur le maintien de l’homéostasie épidermique et être délétère pour l’organisme.
Ceci est très bien illustré par le Syndrome de Netherton (SN). Il s’agit d’une maladie
génétique cutanée très rare qui appartient au groupe des ichtyoses et qui se caractérise
par une desquamation anormale et excessive, un défaut grave de maintien de la barrière
épidermique, des manifestations atopiques et des cheveux atypiques appelés « cheveux en
bambous » (pour la majorité des cas). Cette maladie est due à des mutations dans le
gène SPINK5 (« Serine Protease Inhibitor Kazal-type 5 ») qui code la protéine LEKTI-1
(« Lymphoepithelial-Kazal-type 5 Inhibitor ») (Chavanas et al., 2000). Exprimée dans les
couches épineuse et granuleuse, LEKTI-1 est composée de 15 domaines inhibiteurs de pro-
téases à sérine (D1-D15). Elle est rapidement clivée en plusieurs domaines actifs (simples
ou multi-domaines) qui sont sécrétés dans les espaces intercellulaires à l’interface stratum
granulosum/stratum corneum. Les mutations du gène SPINK5 trouvées dans les cas de
Netherton aboutissent à l’apparition de codons STOP prématurés et ainsi à la perte des
domaines inhibiteurs de la protéine. Dans la peau de ces patients, on mesure une im-
portante baisse d’expression de LEKTI-1 et une activité excessive des protéases à sérine.
De plus, l’expression de DSG1 et de DSC1 est considérablement réduite dans les couches
surprabasales de l’épiderme. En conséquence, la dégradation des cornéodesmosomes a lieu
prématurément et une desquamation excessive de la couche cornée est observée (Komatsu
et al., 2002; Descargues et al., 2006). De manière très similaire, des souris déﬁcientes pour
le gène Spink5 reproduisent ﬁdèlement les anomalies épidermiques du SN (desquamation
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anormale, trouble de la barrière épidermique, anomalie de la tige pilaire). Elles présentent
une hyperactivité de type tryspine et chymotrypsine dans la couche cornée associée à une
protéolyse précoce de Dsg1 et Cdsn ; ce qui a pour conséquence de fragiliser la couche cor-
née et d’entrainer une létalité postnatale (Yang et al., 2004; Descargues et al., 2005). Des
tests in vitro ont permis de montrer la capacité de diﬀérents domaines actifs de LEKTI-
1 à inhiber l’activité de KLK5, KLK7 et KLK14, renforçant fortement l’hypothèse que
LEKTI-1 régule l’activité des kallikréines in vivo (Egelrud et al., 2005; Deraison et al.,
2007). De plus, ces études ont montré que l’interaction des domaines de LEKTI-1 avec les
kallikréines était dépendante du pH. En condition physiologique, après sécrétion par les
corps lamellaires, LEKTI-1 et les kallikréines co-localisent dans les espaces intercellulaires
à la jonction couche granuleuse/couche cornée où le pH est neutre. Dans ces conditions,
les diﬀérents domaines de LEKTI-1 pourraient interagir avec KLK5, KLK7 et KLK14 et
inhiberaient ainsi leur activité. Comme le pH devient plus acide dans les couches super-
ﬁcielles du stratum corneum, il est supposé que l’eﬀet inhibiteur de LEKTI-1 diminue en
surface épidermique jusqu’à être suﬃsamment réduit pour permettre une activité normale
des kallikréines et une exfoliation progressive des cornéocytes. LEKTI-1 représente donc
un important régulateur pH-dépendant de la desquamation (Figure 17).
Plus récemment, LEKTI-2 (codée par SPINK9 ) a été découvert dans la couche cornée
palmo-plantaire (Brattsand et al., 2009; Meyer-Hoﬀert et al., 2009) et LEKTI-3 (codée
par SPINK6 ) dans la couche granuleuse de l’épiderme de diverses régions anatomiques
(Meyer-Hoﬀert et al., 2010). Ces deux protéines sont homologues à LEKTI-1 mais ne
contiennent qu’un seul domaine de type Kazal. Il a été démontré que la protéine recombi-
nante LEKTI-2 inhibe uniquement KLK5 tandis que LEKTI-3 a un spectre d’inhibition
de kallikréines plus large (KLK4-7, KLK12-14). Les auteurs suggèrent que LEKTI-2 et
LEKTI-3 contribueraient également à la régulation du processus de desquamation dans
la peau humaine (Figure 17).
Outre les protéines de la famille LEKTI, l’épiderme exprime d’autres inhibiteurs de
protéases à sérine qui pourraient réguler l’activité des kallikréines et la desquamation.
Deux membres de la famille des trappines, SLPI (« Secreteroy Leucocyte Protease Inhibi-
tor), et l’élaﬁne (aussi connue sous le nom de SKALP pour « Skin-Derived Antileukopro-
tease ») sont présentes dans les dernières strates vivantes de l’épiderme. In vitro, ces deux
enzymes empêchent le détachement des cornéocytes les plus superﬁciels dans l’épiderme
humain plantaire et inhibent exclusivement l’activité de KLK7 (Franzke et al., 1996; No-
butakanagai and Ohama, 2004; Borgoño et al., 2007). De plus, SLPI peut également être
clivé et inactivé par des enzymes de la famille des cathépsines in vitro, suggérant un
rétro-contrôle de l’activité de KLK7 par ces protéases (Taggart et al., 2001). KLK7 peut
également être régulée par l’α2-macroglobuline like-1 (A2ML1), qui est spéciﬁquement
exprimée dans l’épiderme. En eﬀet, A2ML1 est localisée dans les espaces intercellulaires
entre les couches granuleuse et cornée, et est capable de former un complexe protéique
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avec KLK7 in vitro, aﬁn de moduler son activité (Figure 17) (Galliano et al., 2006).
Enﬁn, l’épiderme humain contient également des inhibiteurs de protéases à cytéine, en
particulier la cystatine M/E. Cette enzyme et sa cible la cathépsine L2 sont transportées
séparément dans les corps lamellaires et co-localisent au niveau des cornéodesmosomes
(Zeeuwen et al., 2007). L’inactivation du gène Cts6, codant pour la cystatine M/E chez
la souris, entraine une hyperkératose de l’épiderme accompagnée de pertes en eau trans-
épidermique, responsables de la mort néonatale des souris déﬁcientes (Zeeuwen et al.,
2002). Ce modèle murin démontre à quel point la cystatine M/E pourrait avoir une
importance capitale au cours des étapes tardives de la diﬀérenciation épidermique et
de la desquamation chez l’homme (Figure 17).
En conclusion, la desquamation de la couche cornée est un processus protéolytique ﬁne-
ment régulé. La Figure 18 représente les évènements importants de la desquamation. L’ac-
tivité des protéases responsables de ce processus est modulée par l’action de divers inhibi-
teurs présents dans les espaces intercornéocytaires. Outre l’équilibre protéases/inhibiteurs
de protéases, d’autres régulateurs entrent en jeu comme le pH, l’hydratation de la couche
cornée, la composition en lipides intercornéocytaires. Tous ces facteurs sont nécessaires
aﬁn d’assurer une exfoliation « normale » des cornéocytes.
Figure 18 – Modèle de desquamation et ses principaux acteurs. Les enzymes de la
desquamation, leurs inhibiteurs, la cornéodesmosine sont transportés séquentiellement et
séparément par les corps lamellaires et sont sécrétés à la surface apicale des kératinocytes
granuleux dans l’espace intercornéocytaire. Les enzymes sont, dans un premier temps,
inactivées par leurs inhibiteurs aﬁn d’empêcher une desquamation prématurée. Dans la
partie superﬁcielle de l’épiderme, les inhibiteurs se dissocient des enzymes (du fait de la
diminution du pH) qui dégradent alors les composants des cornéodesmosomes. D’après
(Ishida-Yamamoto and Kishibe, 2011).
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Chapitre 3
La couche cornée : une barrière aux
multiples facettes
La fonction majeure de la peau est de former une « barrière » entre l’organisme et
l’environnement extérieur hostile. Cette fonction est essentiellement assurée par la dernière
couche de l’épiderme : la couche cornée. Cette dernière est composée de cellules mortes
qui, au premier abord, ne laisseraient pas penser que la couche cornée pourrait assurer un
rôle fondamental pour l’organisme. Pourtant, le paradoxe est bien là : grâce aux profonds
remaniements opérés lors de la corniﬁcation, nous allons voir que la couche cornée acquiert
de multiples propriétés essentielles à notre organisme.
L’importance de la barrière épidermique est démontrée par l’eﬀet délétère de son
altération dans de nombreuses maladies dermatologiques, qu’il s’agisse de dermatoses in-
ﬂammatoires chroniques fréquentes (psoriasis, dermatite atopique) ou de génodermatoses
rares (ichtyoses).
3.1 Une barrière imperméable
L’épiderme constitue une barrière imperméable à double sens. Elle limite à la fois la
sortie de substances (eau, ions, etc.) de l’intérieur (l’organisme) vers l’extérieur (le mi-
leu environnant), mais elle empêche également la pénétration d’autres composés (agents
pathogènes, substances toxiques, etc.) de l’extérieur vers l’intérieur. Deux structures dis-
tinctes : les lamelles lipidiques intercornéocytaires et les jonctions serrées de la couche
granuleuse, sont impliquées dans cette double barrière.
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3.1.1 Les lamelles lipidiques intercornéocytaires
3.1.1.1 Origine, composition et organisation
Les lipides présents entre les cornéocytes de la couche cornée proviennent de précur-
seurs lipidiques contenus dans les corps lamellaires (CL) de la couche granuleuse. Ces
vésicules contiennent un empilement de feuillets lipidiques composés de cholestérol, phos-
pholipides, glucosylcéramides et de sphingomyélines qui leur donnent une apparence striée
en microscopie électronique (Figure 19A). Outre les lipides, les CL transportent des en-
zymes telles que la β-glucocérébrosidase, la sphyngomyélinase acide, les phospholipases A2
sécrétées mais également d’autres lipases neutres et acides. Les CL renferment également
d’autres protéines évoquées plus tôt : des protéases et inhibiteurs de protéases impliqués
dans la desquamation (kallikréines, cathépsines) ; des protéines structurales (cavéoline-
1, cornéodesmosine) et des peptides antimicrobiens (β2-défensine, cathélicidine LL-37)
(Feingold and Elias, 2014).
Au dernier stade de diﬀérenciation terminale du kératinocyte, à la transition couche
granuleuse/couche cornée, les CL fusionnent avec la membrane plasmique des kératino-
cytes granuleux et déchargent leur contenu dans l’espace intercellulaire (Figure 19B).
Figure 19 – Sécrétion des corps lamellaires et organisation des lipides in-
tercornéocytaires visualisées en microscopie électronique à transmission. (A)
Structure des lipides en double feuillet dans un corps lamellaire d’un épiderme murin.
Grossissement X300000. (B) Sécrétion des corps lamellaires dans l’espace intercellulaire à
l’interface couche granuleuse/couche cornée. G : kératinocyte granuleux ; les ﬂèches pleines
pointent la membrane plasmique du kératinocyte granuleux et la ﬂèche vide indique un
corps lamellaire. Grossissement X125000. (C) Visualisation des lamelles lipidiques dans
l’espace intercornéocytaire (ICS). K : kératines de la matrice intracornéocytaire ; les ﬂèches
désignent l’enveloppe cornée. Grossissement X200000. D’après (Madison, 2003)
La composition des lipides intercornéocytaires diﬀère de celle des lipides des CL. En
eﬀet, après avoir été sécrétés, ces derniers subissent des modiﬁcations dans le stratum
corneum grâce à la sécrétion simultanée de leurs enzymes de maturation, les lipases.
Les mécanismes moléculaires du métabolisme lipidique permettant la constitution des li-
pides matures de la couche cornée sont résumés dans la Figure 20. Les phospholipases
A2 (sPLA2) convertissent les phospholipides en acides gras libres (AG) et en glycérol. La
β-glucocérébrosidase et la sphingomyélinase acide sont capables de convertir respective-
ment les glucosylcéramides et les sphingomyélines en céramides. Le cholestérol est sécrété
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et entre directement dans la formation des lipides de la couche cornée. Toutefois, de petites
quantités de cholestérol proviennent également de l’hydrolyse du sulfate de cholestérol par
la stéroïde sulfatase. Les lipides intercornéocytaires sont ainsi composés de 50% de céra-
mides, 25% de cholestérol, 10-20% d’acides gras libres et moins de 5% d’autres catégories
de lipides polaires comme le sulfate de cholestérol et apolaires comme entre autres les
triglycérides. Ces lipides s’associent et forment ce que l’on appelle les lamellae ou lamelles
lipidiques retrouvées dans les espaces intercornéocytaires. Cette organisation structurale
a été mise en évidence grâce à la microscopie électronique à transmission et à l’utilisation
d’un contrastant des lipides, le tétroxyde de ruthénium (Madison, 2003). Ils apparaissent
comme une succession de bandes denses et claires aux électrons, qui correspondent, res-
pectivement, aux groupements polaires et aux chaînes carbonées apolaires. Ces lamelles
sont parfaitement parallèles à la surface des cornéocytes et sont en continuité avec l’en-
veloppe cornée (Figure 19C).
Figure 20 – Métabolisme des lipides aboutissant à la formation des lamelles
lipidiques intercornéocytaires. Adapté de (Feingold and Elias, 2014).
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3.1.1.2 Rôle dans l’imperméabilité de la couche cornée
Grâce à son organisation supramoléculaire en lamellae, cette matrice lipidique ex-
tracellulaire confère à la couche cornée la propriété de barrière hydrophobe limitant les
déperditions hydriques (Elias, 2005). Plusieurs ichtyoses dues à des mutations de gènes
impliqués dans le métabolisme des lipides de la couche cornée en témoignent. Par exemple,
l’ichtyose Arlequin, l’une des génodermatoses les plus sévères, causée par des mutations
dans le gène ABCA12 codant un transporteur des glucosylcéramides dans les corps lamel-
laires, reﬂète l’importance de ces lipides dans la mise en place d’une barrière protectrice
et imperméable. Ce syndrome se traduit cliniquement à la naissance par un nouveau-né
enserré dans de larges squames épaisses, séparées par des crevasses rouges (bébé « Harle-
quin »). Les enfants, vivants à la naissance, décèdent rapidement en quelques jours princi-
palement de déshydratation ou de complications infectieuses et respiratoires (Chiavérini,
2009). Le modèle murin de cette pathologie (modèle invalidé pour le gène Abca12 ), qui a
permis de caractériser le rôle de la protéine, meurt en moins de 24h après la naissance.
Les nouveau-nés présentent un grave trouble de la perméabilité épidermique de l’intérieur
vers l’extérieur et de l’extérieur vers l’intérieur (pertes en eau trans-épidermiques très
élevées, test de pénétration de colorant positif). Sur le plan structurale et biochimique,
l’épiderme de ces souris présente une anomalie de sécrétion des corps lamellaires et, en
conséquence, une anomalie de la composition des lipides intercornéocytaires (Yanagi et al.,
2010). Cette pathologie reﬂète à quel point la mise en place des lipides intercornéocytaires
est nécessaire pour maintenir une barrière épidermique vitale.
Pendant très longtemps, le concept dominant relatif à l’imperméabilité de l’épiderme
reposait uniquement sur les lamelles lipidiques, considérées comme les seules structures ré-
gulant les ﬂux paracellulaires d’ions, d’eau et de solutés dans l’épiderme. Depuis quelques
années, nous savons que les jonctions serrées jouent également un rôle majeur dans l’im-
perméabilité épidermique.
3.1.2 Les jonctions serrées
3.1.2.1 Structure et composition
Les jonctions serrées ou « tight junctions » (TJ) sont communément observées au
pôle apical des cellules épithéliales chez les vertébrés et forment une ceinture d’adhérence
continue sur toute la circonférence cellulaire (Figure 21C). Elles assurent l’étanchéité de
certains épithéliums en empêchant la diﬀusion de molécules par la voie paracellulaire.
Le rôle des jonctions serrées est bien décrit dans les épithéliums simples (formé d’une
seule couche de cellules) tandis que leur rôle dans l’épiderme ne commence à être bien
compris que depuis une dizaine d’années. Elles ont été mises en évidence dans la couche
granuleuse grâce à la microscopie électronique (Figure 21A-B) et ont une apparence de
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Figure 21 – Aspect des jonctions serrées observées en microscopie électronique
à transmission et représentation schématique de ces structures.(A) Observation
d’une jonction serrée (TJ) et d’un desmosome (DS) se trouvant dans la région apicale
d’un kératinocyte situé dans les assises cellulaires intermédiaires de la couche granuleuse
d’un épiderme de souris. Barre d’échelle = 100 nm. D’après (Furuse et al., 2002). (B)
Observation de plusieurs jonctions serrées (ﬂèches noires) alternées par des desmosomes
dans un épiderme humain. Barre d’échelle = 200 nm. D’après (Brandner et al., 2002). (C)
Représentation schématique des jonctions serrées qui scellent deux membranes plasmiques
entre elles. Adapté de http ://www.cours-pharmacie.com/biologie-cellulaire/adherence-
cellulaire.html
points d’attache ou « kissing points » qui scellent entre elles les membranes plasmiques
de deux cellules adjacentes (Figure 21C) (Brandner et al., 2015).
Les jonctions serrées sont des structures complexes composées de protéines transmem-
branaires et de protéines d’adhérence assurant la liaison avec le cytosquelette d’actine.
Ces protéines incluent les claudines (CLDN, environ 24 membres identiﬁés), l’occludine
(OCLN) et les protéines de la famille JAM pour « junctional adhesion molecule ». Il existe
également des protéines adaptatrices des jonctions serrées comme les protéines ZO (« zo-
nula occludens ») à domaines PDZ (intéraction protéine-protéine), MUPP1 (« Multi-PDZ
domain protein 1 ») et la cinguline (Brandner et al., 2015). Toutes ces protéines, identi-
ﬁées par immunomarquage de l’épiderme, sont localisées à la frontière cellule-cellule dans
la couche granuleuse. Cependant, certaines ont également été détectées dans les dernières
assises cellulaires de la couche épineuse (ZO-1, ZO-2,CLDNs-4, -6, -18) ou dans toutes
les assises vivantes de l’épiderme avec des variations d’intensité de marquage (CLDN-1,
-7, -12, JAM-A, MUPP-1) (Kirschner and Brandner, 2012). Bien que la couche cornée
soit négative pour le marquage des protéines des jonctions serrées en microscopie optique,
Cldn-1 et Ocln ont été détectées dans les assises profondes de la couche cornée d’épiderme
murin par microscopie électronique (Kirschner and Brandner, 2012). Il est donc probable
que d’autres protéines des jonctions serrées, n’ayant pas encore été explorées par micro-
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scopie électronique, soient également présentes. De plus, il a été observé des structures
similaires à des jonctions serrées dans la couche cornée, en périphérie cellulaire des cor-
néocytes (Ishida-Yamamoto et al., 2011; Haftek et al., 2011), ce qui suppose la présence
de jonctions serrées dans le stratum corneum.
3.1.2.2 Rôle dans l’imperméabilité de la barrière épidermique
Chez l’homme et la souris, il est suggéré que les jonctions serrées ne s’assemblent et
ne soient fonctionnelles qu’à partir des assises centrales de la couche granuleuse, même
si certaines protéines sont exprimées plus précocement (Brandner et al., 2015). Leur rôle
dans la perméabilité de la barrière épidermique est bidirectionnelle (intérieur → extérieur
et extérieur → intérieur). En réalisant des cultures de kératinocytes humains avec inhi-
bition de l’expression des protéines des jonctions serrées, il a été montré que CLDN-1,
CLDN-4, OCLN et ZO-1 contribuaient à l’étanchéité de ces structures vis à vis de Na+,
Cl−, Ca2+ et de molécules de petit poids moléculaire (environ 4 kDa). De plus, CLDN-1
et ZO-1 sont indispensables pour que ces jonctions soient étanches vis à vis des molécules
de plus haut poids moléculaire (d’environ 40 kDa) (Kirschner et al., 2013). Les jonctions
serrées empêchent ainsi le ﬂux d’eau, d’ions et des molécules de diﬀérentes tailles entre les
cellules. Leur fonction dans l’étanchéité épidermique a également été mise en évidence in
vivo grâce à l’inactivation du gène Cldn-1 chez la souris (Furuse et al., 2002). Ce modèle
murin présente un trouble important de la barrière épidermique caractérisé par des pertes
en eau transépidermiques très élevées et meurent en quelques heures après la naissance.
L’épiderme des souris KO Cldn-1 se caractérise par une couche cornée épaissie et com-
pacte, mais surtout par des jonctions serrées non fonctionnelles. En eﬀet, ces dernières ne
sont pas capables de bloquer la diﬀusion intercellulaire d’un marqueur. Une étude plus
récente menée sur ce même modèle murin s’est concentrée sur la formation et la structure
de la couche cornée (Sugawara et al., 2013). Les cornéocytes sont morphologiquement
anormaux, la composition en lipides intercornéocytaires est légèrement altérée et le mé-
tabolisme de la ﬁlaggrine est perturbé, ce qui suggère une corniﬁcation anormale chez ces
souris. Ainsi, pour la première fois, il a été montré que les jonctions serrées pouvaient
avoir une inﬂuence sur la formation de la couche cornée et la fonction barrière de l’épi-
derme. Chez l’homme, des mutations du gène codant la claudine 1 ont été identiﬁées chez
des patients souﬀrant du syndrome NISCH (Neonatal Ichthyosis-Sclerosing CHolangitis
syndrome), touchant le foie, l’épiderme et ses annexes, sites majeurs d’expression de la
claudine 1 (Hadj-Rabia et al., 2004).
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3.2 Une barrière résistante aux stress mécaniques
La résistance de la couche cornée fait intervenir trois éléments en continuité physique :
la matrice ﬁbreuse à l’intérieur des cornéocytes (matrice intracornéocytaire), l’enveloppe
cornée qui forme une coque rigide autour de cette matrice et faisant oﬃce de membrane
plasmique, et les cornéodesmosomes liant les cornéocytes entre eux et assurant leur cohé-
sion.
3.2.1 La matrice ﬁbreuse intracornéocytaire
La corniﬁcation implique des changements majeurs pour les kératinocytes granuleux,
en particulier, un remaniement profond de leur cytosquelette qui va aboutir à la formation
d’une matrice ﬁbreuse de kératines.
3.2.1.1 Composition et formation
Origine et composition
Dans la couche cornée, le contenu protéique des cornéocytes est composé à plus de 85
% de kératines (K1, K2, K10). Les kératines sont classées en deux groupes : les kéra-
tines de type I ou acides (K9 à K20) et les kératines de type II ou basiques (K1 à K8).
Elles sont co-exprimées par paires et s’associent pour former les ﬁlaments intermédiaires
(Shetty and Gokul, 2012). Dans la cellule, les ﬁlaments intermédiaires forment un im-
portant réseau protéique complexe intracytoplasmique qui s’associe aux desmosomes. Au
sein de l’épiderme, les kératines ont des proﬁls d’expression diﬀérents selon le degré de
diﬀérenciation des kératinocytes. Ainsi, les kératines K5 et K14 sont spéciﬁquement ex-
primées par la couche basale, tandis que les kératines K1 et K10 sont exprimées par les
kératinocytes des couches supérieures. La kératine K2 est également détectée dans les
couches suprabasales de l’épiderme, à partir de la troisième ou quatrième assise cellulaire
(Bragulla and Homberger, 2009; Shetty and Gokul, 2012). Des disparités sont à noter
dans l’expression des kératines selon les territoires anatomiques. Par exemple, K9, très
homologue à K10, est exprimée de façon spéciﬁque dans les couches suprabasales de l’épi-
derme palmo-plantaire. De même, les kératines K6 et K16 sont retrouvées dans l’épiderme
palmo-plantaire mais elles sont également caractéristiques des épithéliums hyperproliféra-
tifs. Les kératines peuvent être fonctionnellement redondantes, d’où, au sein de l’épiderme
la possibilité d’avoir des combinaisons variées d’hétérodimères (K1/K10, K1/K9, K2/K9,
K2/K10) sans pour autant avoir une perte de fonctionnalité des ﬁlaments intermédiaires
(Bragulla and Homberger, 2009; Shetty and Gokul, 2012).
Formation
Lors de la corniﬁcation, les ﬁlaments intermédiaires de kératines vont s’agréger, grâce à
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Figure 22 – Métabolisme de la proﬁlaggrine humaine. Marquage par immuno-
ﬂuorescence de la proﬁlaggrine et de la ﬁlaggrine dans l’épiderme (à gauche, en vert) et
représentation schématique du métabolisme de la proﬁlaggrine dans un épiderme humain.
FLG : ﬁlaggrine, PAD : peptidylarginine désiminase. D’après (Le Lamer et al., 2015).
un membre de la famille des protéines associées aux ﬁlaments intermédiaires (IFAP) : la
ﬁlaggrine pour « ﬁlament aggregating protein » (Figure 22). Cette protéine est synthétisée
par les kératinocytes granuleux sous la forme d’un précurseur insoluble de haut poids mo-
léculaire (400 kDa), la proﬁlaggrine. La proﬁlaggrine est hautement phosphorylée et est
stockée dans les granules de kératohyaline. Ce précurseur comprend un domaine central
composé de 10-12 sous-unités de ﬁlaggrine répétées en tandem et liées entre elles par des
peptides de liaison hydrophobe (FLYQVST). A la transition couche granuleuse/couche
cornée, de manière concomitante à la dissolution des grains de kératohyaline, la proﬁlag-
grine est déphosphorylée puis protéolysée en monomères de ﬁlaggrine. Les sous-unités de
ﬁlaggrine ainsi libérées s’associent aux ﬁlaments intermédiaires de kératines et facilitent
leur agrégation en macroﬁbrilles ; ce qui formera la matrice ﬁbreuse dense intracornéocy-
taire. Au cours de la maturation de la couche cornée, les monomères de ﬁlaggrine sont
désiminés par l’action des peptidylarginine désiminases 1 et 3 (PAD1 et PAD3). Cette
modiﬁcation post-traductionnelle transforme les résidus arginyl en résidus citrullyl et in-
duit un changement global de charge de la ﬁlaggrine. Cette dernière devient acide, ce
qui entraine son détachement de la matrice intracornéocytaire. Sous l’action de plusieurs
enzymes, ces monomères sont ensuite dégradés en acides aminés libres entrant dans la
composition du facteur naturel hydratation (FNH, Cf paragraphe 3.3) (Harding et al.,
2013; Le Lamer et al., 2015).
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3.2.1.2 Rôle dans la résistance de la couche cornée
Les kératines suprabasales comme K1, K2 et K10, ainsi que la ﬁlaggrine (Simon et al.,
1996), sont liées aux protéines de l’enveloppe cornée (involucrine, loricrine et périplakine)
grâce à l’action des transglutaminases (Cf paragraphe 3.2.2). Au sein du cornéocyte, la
matrice intracornéocytaire est ainsi liée à l’enveloppe cornée et aux cornéodesmosomes.
Cette continuité entre ces trois structures permet d’augmenter la résistance mécanique
de la couche cornée. Le rôle direct de la matrice intracornéocytaire dans la résistance
de la couche cornée est diﬃcile à prouver. Des mutations dans plusieurs gènes codant
des kératines ont été identiﬁées comme responsables d’ichtyoses kératinopathiques (Irvine
and McLean, 1999). Ces pathologies sont bien souvent caractérisées, sur le plan clinique
et histologique, par une atteinte importante des couches vivantes de l’épiderme (forma-
tion de cloques intraépidermiques) et par une hyperkératose. Des souris mutées pour les
kératines présentent également ce phénotype avec un défaut de perméabilité épidermique
(intérieur/extérieur et extérieur/intérieur). Seul un travail récent a montré un rôle direct
des kératines sur l’enveloppe cornée. En eﬀet, une absence complète des kératines (de type
I ou de type II) perturbe la composition et la formation de l’enveloppe cornée (Kumar
et al., 2015).
3.2.2 L’enveloppe cornée
Au cours de la corniﬁcation, la membrane plasmique des kératinocytes diﬀérenciés
est remplacée par une structure lipido-protéique de 15 nm d’épaisseur appelée enveloppe
cornée. Cette structure forme une coque rigide, résistante et insoluble qui entoure la
matrice ﬁbreuse des cornéocytes (Zeeuwen, 2004).
3.2.2.1 Organisation de l’enveloppe cornée
L’enveloppe cornée présente deux structures distinctes par leur localisation, leur com-
position et leur fonction. Sur la face interne (intracellulaire) du cornéocyte se trouve
un réseau protéique dense, insoluble et solide qui est étroitement lié à la matrice intra-
cornéocytaire. Sur sa face externe (extracellulaire) se trouve une monocouche de lipides
composée essentiellement de céramides, qui servent d’ancrage aux lipides intercornéocy-
taires (Figure 23). La partie protéique de l’enveloppe cornée est dans un premier temps
formée par des liaisons isopeptidiques N -(γ-glutamyl)-lysine entre plusieurs précurseurs
protéiques. Ensuite, une monocouche d’ω-hydroxycéramides est liée par estériﬁcation sur
la face externe de l’enveloppe cornée et vient recouvrir la structure protéique (Candi
et al., 2005). Ensemble, ces structures protéique et lipidique sont essentielles à la barrière
physique que joue la couche cornée au sein de la peau.
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Figure 23 – Représentation schématique de l’enveloppe cornée. Voir le texte
pour les détails. D’après (Wickett and Visscher, 2006).
3.2.2.2 Les enzymes et les composants de l’enveloppe cornée
Les transglutaminases
La formation de l’enveloppe cornée résulte de l’action des transglutaminases (TGM),
des enzymes dépendantes du calcium, qui catalysent la formation de liaisons covalentes
stables entre les résidus glutamine et lysine des protéines (Figure 24A). A ce jour, neuf
membres de la famille des transglutaminases ont été identiﬁés chez l’homme, dont quatre
isoformes sont exprimées dans les épithéliums (TGMs 1, 2, 3 et 5) (Tableau 1). Seules
les TGMs 1, 3 et 5 sont impliquées dans la formation de l’enveloppe cornée. La TGM2
est faiblement retrouvée dans la couche basale mais ne semble pas avoir de rôle dans la
mise en place de l’enveloppe cornée (Eckert et al., 2005). L’expression des TGMs 1, 3 et
5 est induite par une augmentation du calcium intracellulaire. De plus, leur activité est
elle-même dépendante du calcium.
Tableau 1 – Les transglutaminases dans l’épiderme
Transglutaminases Expression épidermique Localisation subcellulaire Implication dans la formation
de l’enveloppe cornée
TGM1 Couches épineuse et granuleuse Liée à la membrane plasmique Liaisons covalentes sous
la membrane plasmique
(transamidation et estériﬁcation)
TGM2 Absente ou très faible expression Cytosolique Non
en conditions normales
TGM3 Couches épineuse et granuleuse Cytosolique Oligomérisation de la loricrine
et des SPRs
TGM5 Couches épineuse et granuleuse Cytosolique Etape d’initiation : formation
des hétérodimères d’envoplakine
et périplakine
D’après (Eckert et al., 2005).
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Figure 24 – Formation de liaisons covalentes catalysées par les transgluta-
minases. (A) Les transglutaminases catalysent la formation de liaisons covalentes N -
(γ-glutamyl)-lysine entre un résidu lysine (donneur) et un résidu glutamine (accepteur)
par transamidation. (B) Les transglutaminases peuvent également catalyser la formation
d’une liaison covalente entre un résidu glutamine d’une protéine et le groupement OH
d’un céramide par estériﬁcation. D’après (Lorand and Graham, 2003).
La TGM1 est exprimée par les kératinocytes épineux et granuleux et est localisée
au niveau de la face cytosolique de la membrane plasmique. Elle est synthétisée sous la
forme d’un précurseur et est activée par clivage protéolytique lors de la corniﬁcation.
Non seulement, la TGM1 catalyse les pontages covalents entre les précurseurs protéiques
(Figure 24A) mais elle est aussi capable de lier les ω-hydroxycéramides aux protéines de
l’enveloppe cornée en catalysant des liaisons esters (Figure 24B), principalement à l’invo-
lucrine, ce qui contribue ainsi à former une surface hydrophobe recouvrant les cornéocytes
(Lorand and Graham, 2003). Des souris déﬁcientes pour l’expression de la Tgm1 meurent
très rapidement après la naissance, suite à un trouble de la barrière cutanée induit par
des défauts de formation de l’enveloppe cornée (Matsuki et al., 1998). Chez l’homme, des
mutations dans ce même gène sont responsables d’une ichtyose lamellaire appartenant au
groupes des ARCI (« Autosomal Recessive Congenital Ichtyosis »), caractérisée par une
absence d’enveloppes cornées (Russell et al., 1995) (Cf Chapitre 4, Tableau 4). La TGM1
est donc essentielle à un assemblage correcte de l’enveloppe cornée.
Comme la TGM1, la TGM3 est exprimée dans les couches suprabasales de l’épiderme
mais sa localisation est cytosolique. Pour être active, il est nécessaire que sa forme zymo-
gène soit protéolysée et que l’enzyme soit liée à trois ions Ca2+. Elle est capable d’oligo-
mériser des précurseurs protéiques qui seront liés à l’enveloppe cornée par la TGM1.
La TGM5 est exprimée par les kératinocytes granuleux et a une localisation cytoso-
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lique. Elle peut former des liaisons avec de nombreux précurseurs protéiques comme la
loricrine, l’involucrine ou encore les SPRs (« small prolin-rich proteins »).
Les précurseurs de l’enveloppe cornée
Plusieurs dizaines de protéines entrent dans la composition de l’enveloppe cornée (Ta-
bleau 2). De nombreux gènes codant ces précurseurs protéiques sont regroupés au niveau
du locus 1q21 appelé le « complexe de diﬀérenciation épidermique »(CDE) (Kalinin et al.,
2002; Kypriotou et al., 2012). Le CDE contient trois familles de gènes codant :
- un groupe de précurseurs protéiques de l’enveloppe cornée comme l’involucrine, la
loricrine, les protéines SPRs, les protéines LCE (« Late Corniﬁed Envelope »).
- les protéines à domaine S100
- les membres de la famille SFTPs (« S100 Fused Type Proteins ») dont la ﬁlaggrine,
la trichohyaline et la répétine en font parties.
Involucrine - L’involucrine est une protéine structurale très importante dans l’agence-
ment de l’enveloppe cornée. Elle est exprimée dans les couches suprabasales de l’épiderme.
C’est l’un des premiers précurseurs protéiques à être lié de manière covalente au cours de
l’assemblage de l’enveloppe cornée. Elle forme une sorte d’échafaudage pour les liaisons
covalentes des composants successifs. En eﬀet, l’analyse détaillée des peptides dérivés de
l’enveloppe cornée a montré que l’involucrine était associée à presque toutes les autres
protéines. Elle est également le principal substrat pour l’attachement des céramides aﬁn
de former l’enveloppe lipidique.
Loricrine - La loricrine est exprimée tardivement lors du programme de diﬀérencia-
tion terminale kératinocytaire. Elle est détectée dans les granules de kératohyaline au sein
de la couche granuleuse. C’est la protéine majeure de l’enveloppe cornée de l’épiderme
inter-folliculaire puisqu’elle constitue plus de 80% de sa masse protéique.
Les SPRs - Les SPRs forment une famille de 11 protéines de petites tailles (5 à 30
kDa) subdivisée en 4 groupes : (1) SPR1 (deux membres) (2) SPR2 (7 membres), SPR3
et SPR4. L’expression de ces protéines est induite par le calcium. Leur structure est une
répétition de courts fragments peptidiques (8 ou 9 acides aminés) riches en proline qui
sont encadrés aux extrémités par des domaines riches en lysine, glutamine et proline. Ces
domaines amino- et carboxy-terminaux participent à la formation des liaisons covalentes
catalysées par les transglutaminases. Des études in vitro ont montré que les SPR1, 2 et 3
sont d’abord oligomérisées par la TGM3 pour être ensuite attachées à l’enveloppe cornée
par la TGM1. Leur fonction principale serait de former des ponts aﬁn de relier les autres
précurseurs protéiques entre eux (Figure 23).
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Tableau 2 – Les principaux précurseurs protéiques de l’enveloppe cornée
Protéines Taille (kDa) Localisation Enveloppe Autres noms
chromosomique cornée (%)
Involucrine 65 1q21 5
Loricrine 26 1q21 80






Cystatine A 11 3q21 2 à 5 Kératolinine
Filaggrine 400 1q21 <1 Proﬁlaggrine





Elaﬁne 10 20q12-13 <1 SKALP





Desmoplakine 330/250 6p24 <1
Envoplakine 230 17q25 <1
Périplakine 200 16p13.3 <1
Annexine I 36 9q12–q21.2 <1 Lipocortine I
LCE 9 à 12 1q21 LEP/XP
Trichohyaline 220 1q21
Répétine 100 1q21
D’après (Eckert et al., 2005)
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Les protéines LCE - La famille des LCE regroupe 18 gènes chez l’homme ancien-
nement nommés SPRL (« Small Proline Rich-Like proteins »), LEP (« Late Envelope
Proteins ») ou encore XP (skin speciﬁc proteins). Les protéines LCE sont exprimées tar-
divement dans les kératinocytes granuleux et sont parmi les derniers constituants à être
intégrés à l’enveloppe cornée ce qui leur a valu leur nom de « Late Corniﬁed Envelope »
(Henry et al., 2011). Elles partagent des caractéristiques structurales avec l’involucrine,
la loricrine et les SPRs, particulièrement dans le domaine N-terminal, pouvant servir aux
transglutaminases aﬁn de former des liaisons covalentes entre protéines.
Filaggrine, trichohyaline et répétine - Lors du métabolisme de la proﬁlaggrine
(Cf. paragraphe 3.2.1), des monomères de ﬁlaggrine sont libérés de la matrice intracornéo-
cytaire et sont ensuite incorporés à l’enveloppe cornée. La trichohyaline est une protéine
de 220 kDa qui partage des similarités de séquences avec l’involucrine. Elle est riche en
acide glutamique, acide aspartique, glutamine, histidine et arginine. Elle est exprimée
dans le follicule pileux dont elle est une protéine majeure, et dans la couche granuleuse,
au sein de laquelle elle s’associe aux ﬁlaments intermédiaires de kératines. Elle est connue
pour être un substrat des transglutaminases et fait partie des protéines incorporées à
l’enveloppe. La répétine est une protéine de 100 kDa riche en résidus glutamine, sérine
et glycine. Chez l’homme, elle est exprimée dans la couche granuleuse, le follicule pileux
et au niveau des papilles ﬁliformes de la langue. Elle est associée à des précurseurs de
l’enveloppe cornée tels que la loricrine et certaines SPRs.
Desmoplakine, envoplakine, périplakine et kératines - Etant donné que l’as-
semblage de l’enveloppe cornée a lieu à la membrane plasmique, il n’est pas surprenant
que les ﬁlaments intermédiaires de kératines et les protéines desmosomales soient incor-
porés à cette structure. Lors de la corniﬁcation, les ﬁlaments intermédiaires de kératines
(formant la matrice intracornéocytaire) sont liés de manière covalente à l’enveloppe cornée
via un résidu lysine présent dans la partie N-terminale des kératines. Ils sont aussi liés aux
desmosomes par le biais de plusieurs protéines incluant la desmoplakine et l’envoplakine.
La desmoplakine, l’envoplakine et la périplakine appartiennent à la famille des plakines et
sont localisées au niveau des desmosomes (Cf paragraphe 3.2.3). L’envoplakine, la péripla-
kine et l’involucrine sont recrutées à la périphérie cellulaire au cours des étapes précoces
de l’assemblage de l’enveloppe cornée et seront liées de manière covalente aux composants
matures. D’autres protéines desmosomales comme la desmoplakine, la desmogléine 1, les
desmocollines, les plakoglobines et plakophilines sont également incorporées à l’enveloppe
cornée.
Cystatine et élaﬁne - La cystatine A (ou stéﬁne A chez la souris) est une protéine de
12 kDa riche en lysine exprimée dans la couche granuleuse. La cystatine A phosphorylée
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est un substrat naturel des transglutaminases et est incorporée à l’enveloppe cornée. Il
s’agit également d’un inhibiteur de protéase à cystéine. Elle joue un rôle bactériostatique
dans la barrière épidermique car elle est capable d’inhiber l’activité de protéases à cystéine
exogènes issues de pathogènes tels que des bactéries (Takahashi et al., 1994). Deux résidus
Pro et Gly, situés dans sa région N-terminale, sont essentiels à cette activité d’inhibiteur
de protéase (Ishida-Yamamoto and Iizuka, 1998). L’élaﬁne est un inhibiteur potentiel de
l’élastase et de la protéinase 3. Elle est seulement exprimée dans l’épiderme en contexte
inﬂammatoire comme c’est le cas dans le psoriasis ou dans un épiderme cicatriciel. Elle
est synthétisée sous la forme d’un précurseur, la préproélaﬁne, qui est clivée pour libérer
la proélaﬁne. Cette dernière est elle-même clivée en deux protéines : élaﬁne et cementoin.
Ces deux protéines servent de substrats aux transglutaminases et sont liées à l’enveloppe
cornée.
Les protéines S100 - Chez l’homme, la famille des protéines S100 compte 21 membres,
dont 17 ont leur gènes situés dans le CDE (S100A1-A16, S1007L2). Ce sont des protéines
de petites tailles (9 à 13 kDa) qui portent deux motifs « EF-hand » de liaison au calcium,
séparés par une région ﬂexible. Certains membres de cette famille sont détectés dans les
kératinocytes diﬀérenciés, notamment les protéines S100A7 (psoriasine), S100A8, S100A9,
S100A10 (calpactine) et S100A11 (calgizzarine) qui sont incorporées à l’enveloppe cornée
dans les kératinocytes humains normaux. De plus, des sites de liaisons à l’enveloppe cor-
née dans les domaines carboxy- et amino-terminaux ont également été identiﬁés dans
d’autres protéines S100. Les protéines S100A7, S100A8 et S100A9 sont également retrou-
vées dans les kératinocytes diﬀérenciés en contexte inﬂammatoire comme dans le psoriasis.
Les protéines S100 fonctionnent en homo- ou hétérodimères et remplissent plusieurs fonc-
tions (régulation d’activité enzymatique, de la croissance cellulaire, de la diﬀérenciation...)
avant d’être ﬁnalement incorporées à l’enveloppe cornée. Certaines participent aussi aux
défenses antimicrobiennes (Cf paragraphe 3.5).
3.2.2.3 Les étapes d’assemblage de l’enveloppe cornée
L’assemblage de l’enveloppe cornée se fait de façon séquentielle. C’est un processus
ﬁnement régulé par l’augmentation du calcium intracellulaire qui induit l’expression des
précurseurs de l’enveloppe cornée, des transglutaminases et qui régulent également l’acti-
vité de ces dernières.
L’initiation
La formation de l’enveloppe cornée débute dans les kératinocytes épineux les plus superﬁ-
ciels et implique la synthèse des composants de l’enveloppe cornée (protéines structurales
et lipides spéciﬁques). Sous l’eﬀet de l’augmentation du calcium intracellulaire et sous l’ac-
tion de la TGM5, l’envoplakine et la périplakine s’associent et forment des hétérodimères
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Figure 25 – Les trois étapes de la formation de l’enveloppe cornée. Voir le texte
pour les détails. D’après (Candi et al., 2005).
qui s’accumulent sous la membrane plasmique face cytosolique. Ensuite, la TGM1 mem-
branaire catalyse la formation de liaisons covalentes entre l’involucrine et l’envoplakine, ce
qui initie la formation d’un échafaudage protéique particulièrement solide qui s’ancre aux
desmosomes et qui s’étend sur toute la face interne de la membrane plasmique. Curieuse-
ment, des souris invalidées pour chacun des gènes codant l’involucrine, l’envoplakine ou
la périplakine sont viables et ne présentent aucun phénotype particulier (Aho et al., 2004;
Djian et al., 2000; Maatta et al., 2001). Ces données suggèrent une redondance des fonc-
tions de ces trois protéines. En outre, des souris déﬁcientes simultanément pour ces trois
protéines ont un retard de mise en place de la barrière épidermique et développent une
hyperkératose résultant d’une desquamation altérée. Les enveloppes cornées sont formées
mais présentent une ultrastructure anormale et sont plus fragiles (Sevilla et al., 2007).
Ainsi, ensemble, ces trois protéines semblent essentielles à la formation d’enveloppes cor-
nées résistantes aux contraintes mécaniques.
La formation de l’enveloppe lipidique
La deuxième étape a lieu à la transition couche granuleuse/couche cornée et correspond
à l’attachement covalent des lipides aux protéines de l’enveloppe cornée. Lors de cette
étape, les corps lamellaires qui contiennent les précurseurs des lipides intercornéocy-
taires fusionnent avec la membrane plasmique et déversent leur contenu dans l’espace
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intercellulaire. Les phospholipides de la membrane plasmique sont remplacés par des ω-
hydroxycéramides et sont liés à l’involucrine grâce à l’activité de la TGM1 (Candi et al.,
2005). L’alignement de la partie extracellulaire des céramides le long de la surface exté-
rieure forme ainsi l’enveloppe lipidique.
Le renforcement
Le renforcement de l’enveloppe cornée débute en parallèle de la formation de l’enveloppe
lipidique et repose sur l’expression et la polymérisation de diﬀérentes classes de pro-
téines. La TGM3 lie plusieurs molécules de loricrine entre elles, ou aux SPRs aﬁn de
former des complexes protéiques stables qui sont transloqués en périphérie cellulaire. Ces
polymères sont ensuite progressivement incorporées aux autres protéines de l’enveloppe
cornée déjà en place (involucrine, envoplakine, périplakine) grâce à l’action de la TGM1.
D’autres protéines toutes aussi importantes comme la ﬁlaggrine sont ﬁnalement liées à
l’enveloppe cornée. La TGM1 forme des liaisons stables entre les résidus lysine des kéra-
tines et plusieurs protéines de l’enveloppe telles que la loricrine, les SPRs, l’envoplakine
et l’involucrine.
3.2.3 Les cornéodesmosomes
Les cornéodesmosomes sont des structures jonctionnelles spéciﬁques des épithéliums
corniﬁés squameux. Ils ont également été décrits dans la gaine épithéliale interne du folli-
cule pileux. Dans l’épiderme, les cornéodesmosomes sont spéciﬁquement retrouvés dans le
stratum corneum. Ils sont formés à partir des desmosomes qui subissent des changements
dans leur composition et leur morphologie lors du processus de corniﬁcation. Les desmo-
somes sont des structures intercellulaires dont la fonction primaire est de conférer une
adhérence cellule-cellule. Ils sont ainsi très abondants dans les tissus soumis à de fortes
contraintes mécaniques tels que le myocarde, la vessie, la muqueuse gastro-intestinale et
l’épiderme.
3.2.3.1 Les desmosomes, précurseurs des cornéodesmosomes
Organisation des desmosomes
D’un point de vue ultrastructural, les desmosomes ont une apparence de « bouton pres-
sion » entre deux cellules et présentent un diamètre de 0,2 à 1 μm (Garrod and Tabernero,
2014) (Figure 26A). Ils ont une structure symétrique et superposée, subdivisée en deux
parties comprenant :
- le coeur desmosomal (extracellulaire) aussi appelé la desmoglea qui correspond à
l’espace entre les membranes plasmiques de deux cellules adjacentes. A mi-chemin entre
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Figure 26 – Modèle d’organisation structurale des desmosomes. (A) Ultrastruc-
ture d’un desmosome dans la couche épineuse. Inner and outer plaques : plaques interne
et externe ; Plasma membrane : membrane plasmique ; Midline : ligne médiane ou coeur
desmosomal. Barre d’échelle = 200 nm. D’après (Ishida-Yamamoto and Igawa, 2015). (B)
Représentation schématique de l’organisation des protéines desmosomales. DSG : Desmo-
gléine ; DSC : Desmocolline ; DP : Desmoplakine ; PG : Plakoglobine ; PKP : Plakophiline ;
MP : Membrane plasmique. D’après (Garrod and Tabernero, 2014).
- les plaques desmosomales (externe et interne) qui correspondent à deux plaques sy-
métriques denses présentes sous la membrane plasmique de chaque cellule adjacente. Les
faisceaux de ﬁlaments intermédiaires de kératines des deux cellules convergent vers ces
plaques. (Ishida-Yamamoto and Igawa, 2015)
Les protéines qui composent les desmosomes appartiennent à trois familles : les cadhé-
rines (desmogléines, desmocollines), les protéines à domaine armadillo (plakoglobines,
plakophilines) et les plakines (desmoplakine, envoplakine, périplakine et plectine) (Fi-
gure 27).
Le coeur desmosomal
Les cadhérines desmosomales forment le coeur desmosomal et confèrent aux desmosomes
leur propriété d’adhérence intercellulaire (Figure 26B). Les cadhérines desmosomales sont
transmembranaires. Elles sont composées de deux sous-familles de protéines : les desmo-
gléines et les desmocollines. A ce jour, quatres isoformes des desmogléines (DSG1-4) et
trois isoformes des desmocollines (DSC1-3) ont été identiﬁées dans l’épiderme humain
(Rawlings and Voegeli, 2013). Chacun des trois gènes DSC code deux protéines qui sont
générées par épissage alternatif, une forme longue "a" et une forme plus courte "b" qui dif-
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Figure 27 – Représentation schématique de la structure des protéines des-
mosomales. (A) Cadhérines desmosomales : desmogléine (DSG) et desmocolline (DSC).
EC : domaines E-cadhérines, EA : domaine d’ancrage, ICS : domaine intracellulaire de
type cadhérine. (B) Protéines à domaine armadillo : plakoglobine (PG) et plakophiline




           
 
fèrent uniquement dans la longueur de leur domaine C-terminal. La partie extracellulaire
des desmocollines est divisée en quatre domaines répétitifs E-cadhérines et un domaine
d’ancrage (Figure 27A). Les desmogléines présentent la même organisation. Chaque do-
maine E-cadhérine possède un site de liaison au calcium et assure des propriétés d’adhé-
rence. En eﬀet, via ces domaines, les cadhérines desmosomales interagissent entre elles
de façon homophile et hétérophile dans leur partie N-terminale formant ainsi le coeur
desmosomal. Les cadhérines desmosomales possèdent également un domaine intracellu-
laire de type cadhérine à l’extrémité C-terminale. Ce domaine leur permet d’être liées à
d’autre protéines desmosomales comme les plakoglobines assurant ainsi la formation d’un
échafaudage protéique pour les plaques desmosomales (Garrod and Chidgey, 2008).
La plaque desmosomale externe
Les protéines à domaine aramadillo forment les plaques denses externes des desmosomes
(Figure 26B). Les protéines de cette famille retrouvées dans les desmosomes sont la pla-
koglobine (PG), également appelée γ-caténine, et les plakophilines (PKP, 4 isoformes
exprimées dans l’épiderme). Elles se caractérisent par des domaines centraux composés
d’un nombre variable de répétitions d’une séquence peptidique de 42 acides aminés ap-
pelées répétitions armadillo ou arm. La plakoglobine présente un domaine N-terminal et
un domaine C-terminal qui encadrent 12 motifs répétés « arm ». Les plakophilines ont la
même organisation et présentent dans leur domaine central 10 motifs répétés et entrecou-
pés de trois courtes régions conservées (Figure 27B). Ces motifs répétés correspondent à
des sites d’interactions protéine-protéine et sont impliqués dans la formation d’un réseau
protéique dense sous les membranes plasmiques qui forme les plaques desmosomales ex-
ternes. De plus, ils sont impliqués dans les liaisons avec les ﬁlaments intermédiaires de
kératines. Les PKP ont également des domaines N-terminaux « Head » qui permettent
des interactions avec les autres protéines desmosomales (desmoplakine, plakoglobine, des-
mogléine et desmocolline) (Huber, 2003).
La plaque desmosomale interne
Les plakines regroupent une vaste famille de grosses protéines (200 à 700 kDa) de liaison
capables de connecter les membranes plasmiques aux ﬁlaments intermédiaires. Quatre
membres de cette famille, desmoplakine (DP), plectine, envoplakine (EVPL) et péripla-
kine (PPL) ont été localisés dans les desmosomes et forment les plaques denses internes.
Ces protéines se caractérisent par un gros domaine plakine, un domaine en superhélice
« rod » et des sous-domaines plakines répétés, à l’exception de la périplakine qui ne pos-
sède pas ces sous-domaines. Les domaines plakines et « rod » sont des régions importantes
pour l’interaction protéine-protéine. La structure des plakines desmosomales est schémati-
quement résumée dans la Figure 27C. La desmoplakine est la protéine majeure des plaques
desmosomales internes (Figure 26B). Elle est nécessaire à l’assemblage des desmosomes
71
  	
           
 
et à leur association avec les ﬁlaments intermédiaires. Elle est exprimée sous deux iso-
formes (DP-I et DP-II) qui sont produites par épissage alternatif et qui diﬀèrent par la
longueur de leur domaine« rod ». Ce domaine permet la dimérisation des DPs. Par l’inter-
médiaire de son domaine plakine localisé en N-terminal, la DP s’associe aux PG et PKPs
des plaques desmosomales externes mais elle est également capable de se lier directement
aux cadhérines desmosomales. L’EVPL et la PPL sont capables de lier les protéines de
la famille armadillo. Elles sont présentes au niveau de la plaque desmosomale mais aussi
à l’extérieur du desmosome sous la membrane plasmique où elles s’associent aux ﬁla-
ments intermédiaires. Comme décrit précédemment, DP, EVPL et PPL sont également
des précurseurs de l’enveloppe cornée. Quant à la plectine, elle est retrouvée associée à la
DP et aux ﬁlaments intermédiaires mais ce n’est pas un composant majeur des plaques
desmosomales et son rôle ne serait que secondaire (Huber, 2003; Garrod and Chidgey,
2008).
Les protéines des plaques desmosomales assurent ainsi la liaison indirecte des ﬁlaments
intermédiaires de kératines aux cadhérines qui forment le coeur desmosomal.
Expression des protéines desmosomales
Au sein de l’épiderme, les protéines desmosomales présentent une expression diﬀérentielle
en fonction du stade de diﬀérenciation kératinocytaire (Figure 28).
La protéine DSG2 est trouvée exclusivement dans la couche basale, tandis que les
protéines DSC2, DSC3 et DSG3 sont fortement exprimées dans la couche basale et sont
progressivement remplacées par DSG1, DSC1 et DSG4 lorsque les kératinocytes se diﬀé-
rencient et migrent vers la surface. Au cours de la diﬀérenciation kératinocytaire, l’expres-
sion de PKP3 reste constante tandis que PKP2, fortement exprimée dans la couche basale,
laisse place à PKP1. Enﬁn, l’expression des protéines PG, DP, EVPL et PPL s’intensiﬁe
au fur et à mesure de la diﬀérenciation des kératinocytes. Ces variations de composition
moléculaire des desmosomes épidermiques corrèlent avec leur changement de morphologie
et leur nombre : ils sont plus nombreux, plus grands et plus denses aux électrons dans
les couches suprabasales de l’épiderme. Ceci peut reﬂéter un ajustement en fonction des
contraintes mécaniques exercées sur l’épiderme.
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Figure 28 – Représentation schématique de l’expression des protéines du des-
mosome et du cornéodesmosome au cours de la diﬀérenciation épidermique.
DSG : desmogléine, DSC : desmocolline, PG : plakoglobine, PKP : pkakophiline, DP :
desmoplakine, EVPL : envoplakine, PPL : périplakine, CDSN : cornéodesmosine. D’après
(Jonca et al., 2009).
3.2.3.2 Formation des cornéodesmosomes
Lors de la transition entre la couches granuleuse et la couche cornée, les desmosomes
subissent des modiﬁcations morphologiques importantes (1) le coeur desmosomal se den-
siﬁe, perdant sa structure symétrique caractéristique des desmosomes et (2) la plaque
desmosomale est incorporée à l’enveloppe cornée jusqu’à devenir invisible en microscopie
électronique (Figure 29).
Au cours de cette transformation, une protéine particulière vient se localiser au coeur
de la desmoglea, il s’agit de la CDSN (Figure 29). La partie extracellulaire des cornéodes-
mosomes contient ainsi au moins trois types de protéines : DSG, DSC et CDSN (Jonca
et al., 2009). Cette dernière est la seule protéine spéciﬁque connue des cornéodesmosomes.
Il s’agit d’une glycoprotéine de 52-56 kDa exprimée par les kératinocytes granuleux et
sécrétée par les corps lamellaires dans l’espace extracellulaire à l’interface couche granu-
leuse/couche cornée. Elle possède des propriétés d’adhérence homophile et joue ainsi un
rôle essentiel dans la fonction cohésive des cornéodesmosomes. Le chapitre 5 est consacré
à la description de cette protéine, dont l’implication physiopathologique dans une ichtyose
fait l’objet de cette thèse.
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Figure 29 – Transformation du desmosome en cornéodesmosome au cours de
la corniﬁcation. Voir le texte pour les détails. D’après (Moussie, 2010).
3.2.3.3 Rôle des cornéodesmosomes dans la couche cornée
Il existe une relation claire entre le nombre de cornéodesmosomes et la force de cohé-
sion intercornéocytaire. Comme nous l’avons vu précédemment (Chapitre 2 ; paragraphe
2.3.4), les composants des cornéodesmosomes sont progressivement protéolysés au cours
de la desquamation. Dans les strates les plus superﬁcielles de la couche cornée (le stratum
disjunctum), on dénombre moins de cornéodesmosomes que dans les assises cornéocytaires
plus profondes (le stratum compactum) où l’on trouve en moyenne un cornéodesmosome
par μm2. Dans la couche cornée non palmo-plantaire, les cornéodesmosomes occupent en-
viron 30% de la surface cellulaire dans le stratum compactum mais représentent moins de
7% de la surface cornéocytaire dans le stratum disjunctum (Rawlings and Voegeli, 2013).
De plus, ils sont répartis sur tout le contour des cornéocytes dans le stratum compactum
tandis qu’ils persistent uniquement à la périphérie cellulaire dans le stratum disjunctum.
Ainsi, les cornéodesmosomes centraux disparaissent au fur et à mesure que les cellules
migrent vers la surface de la couche cornée alors que ceux localisés en périphérie cellulaire
persistent jusqu’à la desquamation. La raison pour laquelle les cornéodesmosomes péri-
phériques sont présents jusqu’au haut de la couche cornée n’est pas vraiment élucidée.
Toutefois, Ishida-Yamamoto et al, ont proposé un modèle qui pourrait expliquer ces dif-
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férences spatiales. Les jonctions serrées ou du moins des structures protéiques similaires
présentes dans la couche cornée pourraient prendre en « sandwich » les cornéodesmosomes
périphériques et les protégeraient ainsi d’une dégradation précoce par les enzymes de la
desquamation (Figure 30) (Ishida-Yamamoto et al., 2011).
Figure 30 – Modèle pouvant expliquer les diﬀérences spatiales dans le pro-
cessus de desquamation. Les protéases de la desquamation (jaune) et leurs inhibiteurs
(vert) sont sécrétés à la surface apicale des kératinocytes granuleux (G). Les enzymes
de la desquamation libérées de leur inhibition dégradent les cornéodesmosomes centraux
(noir) dans la couche cornée (C). Cependant, les cornéodesmosomes périphériques proté-
gés par les jonctions serrées ne seraient par dégradés jusqu’à la surface cutanée. T : cellule
transitionnelle. D’après (Ishida-Yamamoto et al., 2011).
Les cornéodesmosomes jouent donc un rôle crucial dans la cohésion intercornéocytaire
et sont essentiels à l’intégrité mécanique de la couche cornée. Des modèles de souris inva-
lidées pour le gène Cdsn l’ont clairement démontrés. Ils seront détaillés dans le chapitre
5. De plus, de nombreuses pathologies humaines sont associées à des défauts des protéines
desmosomales et cornéodesmosomales attestant ainsi du rôle crucial des cornéodesmo-
somes dans la couche cornée. Pour une large partie, il s’agit de génodermatoses qui sont
représentées dans la Figure 31.
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Figure 31 – Génodermatoses impliquant des protéines desmosomales et cor-
néodesmosomales. D’après (Petrof et al., 2012).
3.3 Une barrière hydratée : le facteur naturel d’hy-
dratation (FNH)
3.3.1 L’origine du FNH
La couche cornée contient une concentration élevée d’eau et de composés de faibles
poids moléculaires qui sont principalement des acides aminés ou des dérivés d’acides ami-
nés tels que l’acide carboxylique pyrrolidone (PCA) et l’acide urocanique (UCA). Les
autres constituants sont l’acide lactique, l’urée, le citrate et des sucres (Tableau 3) (Raw-
lings and Harding, 2004). Ce mélange de composés, regroupés sous le nom de facteur
naturel d’hydratation (FNH), est trouvé exclusivement dans les cornéocytes et représente
environ 20 à 30% du poids sec du stratum corneum. Les acides aminés libres et leurs
dérivés composant le FNH proviennent de la protéolyse complète de la ﬁlaggrine (Cf pa-
ragraphe 3.2.1, Figure 22). La dernière étape du métabolisme de la ﬁlaggrine, réalisée sous
l’action de la calpaïne-1, la caspase-14 et la bléomycine hydrolase, aboutit à la libération
d’acides aminés libres, principalement l’histidine, la sérine, la glycine et la glutamine. Par
la suite, la glutamine et l’histidine sont modiﬁées pour former, respectivement, le PCA
et l’UCA. Les autres composés formant le FNH notamment l’urée, l’acide lactique ou les
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sucres proviennent des glandes sébacées (Rawlings and Matts, 2005).
Tableau 3 – La composition du facteur naturel d’hydratation
Constituants Composition (%)
Acides aminés libres 40












Citrate et formate 0,5
D’après (Rawlings and Harding, 2004).
3.3.2 Le rôle du FNH dans la couche cornée
Le rôle du FNH repose sur le fait que ses composants sont très hygroscopiques, c’est
à dire qu’ils sont capables de capter l’humidité de l’air ambiant et agissent ainsi comme
des humectants très eﬃcaces. De cette manière, les dernières assises cornéocytaires res-
tent hydratées malgré l’action desséchante de l’environnement. Ainsi, le FNH fait de la
couche cornée une barrière hydrique. De plus, il participe à son élasticité. En eﬀet, les
kératines acquièrent des propriétés élastiques avec l’aide du FNH, en particulier grâce
aux acides aminés libres neutres et basiques. Les interactions entre les kératines et le
FNH, accompagnées d’une baisse de mobilité de l’eau, entrainent une réduction des forces
intermoléculaires entre les ﬁbres de kératines et augmentent ainsi l’élasticité. En main-
tenant la couche cornée hydratée, le FNH joue également un rôle crucial en facilitant
des évènements biologiques majeurs. En eﬀet, l’hydratation est essentielle à l’activité des
protéases de la desquamation, d’enzymes impliquées dans le métabolisme des lipides ou
encore d’enzymes participant à la formation du FNH (Rawlings and Harding, 2004).
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3.4 Une barrière photo-protectrice : l’action de l’acide
urocanique
La couche cornée forme une barrière naturellement photo-protectrice. Elle protège les
couches cellulaires sous-jacentes des rayonnements ultraviolets.
Lors de la protéolyse de la ﬁlaggrine, l’histidine libérée est désiminée en trans acide uro-
canique (trans-UCA, tUCA) sous l’action d’une histidase. Le tUCA est un chromophore
capable d’absorber une partie des rayonnements UVB (λ= 280 − 320 nm) arrivant direc-
tement sur la couche cornée. Son action a été démontrée par des applications en topique
d’UCA sur de la peau humaine qui entrainent une augmentation de la photo-protection
(Olivarius et al., 1996). Un modèle de souris déﬁcientes pour l’histidase présente une forte
réduction de la quantité d’UCA dans la couche cornée et une nette diminution de la capa-
cité de cette dernière à absorber les UVB. De plus, après rasage, lorsque la peau du dos de
ces souris est irradiée par des UVB, ces souris accumulent plus de lésions au niveau de leur
ADN sous la forme de dimères cyclobutaniques de pyrimidine. Inversement, l’application
topique d’UCA exogène sur ces mêmes souris restaure leur phénotype photosensible aux
UVB (Barresi et al., 2011). Ces résultats apportent la preuve évidente que l’UCA contenu
dans la couche cornée contribue à la protection de l’épiderme contre les eﬀets néfastes des
radiations aux UVB.
En conclusion, l’UCA joue un rôle de ﬁltre solaire naturel et complète l’action des
mélanines produites par les mélanocytes de la couche basale.
3.5 Une barrière antimicrobienne
De nombreux germes (bactéries, virus, champignons...) sont naturellement présents en
permanence à la surface de la peau humaine. La composition de cette microﬂore n’est
que partiellement connue. En eﬀet, les études sur la ﬂore cutanée se sont principalement
focalisées sur la composition bactérienne. On estime que la peau est colonisée en moyenne
par 1 million de bactéries/cm2 (Grice et al., 2008). La ﬂore cutanée est composée de
micro-organismes non pathogènes qui sont sans danger pour l’organisme lorsque la peau
ne présente aucune lésion. Dans des conditions normales, ces micro-organismes permettent
de protéger l’hôte contre des infections. Toutefois, la composition de la ﬂore cutanée peut
varier en fonction de plusieurs critères (âge, sexe, hygiène, alimentation et environnement)
et il arrive parfois que la peau soit colonisée par des germes pathogènes qui peuvent
entrainer des maladies chez l’hôte (Hoﬀmann, 2017). Il est donc primordial que la peau
forme une barrière protégeant notre organisme vis à vis de pathogènes. Ce rôle est en
partie assuré par le stratum corneum. En conditions physiologiques, grâce à sa structure,
la couche cornée constitue une barrière physique infranchissable par les micro-organismes.
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De plus, le processus de desquamation permet le détachement des cornéocytes les plus
superﬁciels et l’élimination éventuelle de pathogènes qui s’y seraient déposés. Outre cette
barrière physique, nous allons voir que d’autres paramètres comme le pH, la sécrétion de
lipides ou de peptides participent aux défenses antimicrobiennes.
3.5.1 Le pH
Il existe un gradient de pH décroissant dans la couche cornée (Cf chapitre 2, paragraphe
2.3.4) depuis la profondeur où le pH est neutre, jusqu’en superﬁcie où le pH est acide (pH
= 4,5) (Ohman and Vahlquist, 1994). La peau est ainsi recouverte d’un manteau acide qui
joue un rôle important dans les défenses antimicrobiennes. En eﬀet, l’acidité de la surface
cutanée empêche la croissance des bactéries pathogènes. Par exemple, la croissance de
Staphylococcus aureus est inhibée à un pH acide (Rebell et al., 1950; Lambers et al.,
2006). Inversement, le pH acide permet le développement de la ﬂore bactérienne naturelle
en favorisant l’adhérence des bactéries non pathogènes sur la surface cutanée (certaines
bactéries du genre staphylococci, micrococci ou corynéformes) (Bibel et al., 1987; Lambers
et al., 2006). Par un phénomène de saturation des sites corporels et de compétitions vis-à-
vis des nutriments essentiels dérivés du sébum et de la sueur, les bactéries pathogènes (par
exemple Staphylococcus aureus ou certaines bactéries du genre Pseudomonas) ne peuvent
donc pas croître et prendre le dessus sur les bactéries résidentes (Lambers et al., 2006).
L’acidiﬁcation de la couche cornée provient de sources extérieures à l’épiderme inter-
folliculaire (métabolites des bactéries, acides gras libres produits par les glandes sébacées,
acide lactique présent dans la sueur) et de sources endogènes produites lors de la corni-
ﬁcation (dérivés du FNH, acides gras libres issus de la dégradation des phospholipides,
sécrétion d’ions H+ à l’interface entre kératinocytes granuleux et cornéocytes) (Elias,
2005).
3.5.2 Les lipides de la couche cornée
Les lipides de la peau participent à la barrière antimicrobienne. Parmi ces lipides,
certains sont synthétisés par les kératinocytes diﬀérenciés tandis que d’autres sont sécrétés
à la surface de la peau par les glandes sébacées (Fischer et al., 2014).
Les acides gras libres ainsi que les sphingosines, les dihydrosphingosines et 6-hydroxy-
sphingosines, libérés lors de la dégradation des céramides épidermiques par des cérami-
dases, possèdent des propriétés bactéricides et fongicides. Les sphingosines et ses déri-
vés sont en eﬀet capables de tuer plusieurs espèces de bactéries gram-positives et gram-
négatives (Staphylococcus aureus, Staphylococcus epidermidis, Streptococcus pyogenes, Mi-
crococcus sp., Escherichia coli). Elles sont également actives contre le champignon Candida
albicans (Drake et al., 2008; Fischer et al., 2014). Les sphingosines agiraient contre ces
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micro-organismes en interférant dans la synthèse de leur paroi. De plus, deux acides gras
spéciﬁques, les acides laurique et sapiénique, dérivés majeurs de l’hydrolyse des triglycé-
rides sécrétés par les glandes sébacées, ont de fortes activités antibactériennes (bactério-
statiques et bactéricides) vis-à-vis de plusieurs bactéries gram-positives et gram-négatives.
Ils ont notamment la capacité de tuer rapidement une souche de S. aureus résistante à la
méthicilline (Drake et al., 2008).
3.5.3 Les protéines et peptides antimicrobiens
Une grande diversité de peptides antimicrobiens (AMPs) est sécrétée à la surface
des cellules épithéliales (peau, systèmes digestifs et respiratoires) pour lutter contre de
multiples pathogènes (bactéries, virus, champignons et parasites). Dans la peau, plus de
20 protéines et peptides antimicrobiens ont été identiﬁés (Lai and Gallo, 2009). Ils sont
synthétisés par les kératinocytes, les sébocytes, les cellules des glandes sudoripares et les
mastocytes. La ﬂore cutanée commensale participe également à la sécrétion des AMPs.
Dans la peau humaine, on retouve principalement quatres familles d’AMPs : les défensines,
les cathélicidines, les protéines S100 et les ribonucléases ; les cathélicidines et les défensines
étant les plus décrites (Gallo and Hooper, 2012). Certains AMPs sont exprimés de manière
constitutive tandis que d’autres sont induits suite à une infection, une inﬂammation ou
une blessure (Figure 32). Il existe en eﬀet une étroite association entre AMPs et diverses




           
 
Figure 32 – Représentation schématique des protéines et peptides antimicro-
biens dans la peau. Dans la peau humaine, les AMPs sont sécrétés par les kératinocytes,
les sébocytes, les mastocytes et les cellules des glandes sudoripares de manière constitu-
tive ou induite suite une infection ou une blessure. D’après (Gallo and Hooper, 2012) et
(Niyonsaba et al., 2017).
3.5.3.1 Les diﬀérentes familles de peptides antimicrobiens de la peau
Les défensines - Les membres de cette famille sont de petits peptides cationiques
(4-6 kDa) retrouvés dans de nombreux mammifères mais également chez les poissons, les
oiseaux, les insectes et les plantes. Cette large répartition suggère que la production de
tels peptides fait partie d’un mécanisme de défense apparu tôt au cours de l’évolution
et très bien conservé (Suarez-Carmona et al., 2015). Chez l’homme, les défensines sont
classées en deux groupes (α et β) et sont essentiellement sécrétées à la surface cutanée
par les neutrophiles, les kératinocytes, les sébocytes et les cellules des glandes sudoripares
(Gallo and Hooper, 2012). Les α-défensines humaines 1 à 4 (hα-D1 à hα-D4) sont aussi
nommées « Human Neutrophil Peptides » (HNP) en raison de leur abondance dans les
granules de neutrophiles. Les β-défensines humaines 1 à 4 (hβ-D1 à hβ-D4) sont également
détectées dans l’épiderme. La défensine hβ-D1 est exprimée de manière constitutive par
les kératinocytes tandis que l’expression des défensines hβ-D2 à hβ-D4 est induite dans
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les kératinocytes dans un contexte cicatriciel, suite à une inﬂammation ou une stimulation
par des micro-organismes. Les β-défensines ont une activité antimicrobienne au sein de
la peau contre divers pathogènes, dont des bactéries gram-positives, gram-négatives, des
champignons, des virus et des parasites (Niyonsaba et al., 2017).
Les cathélicidines - Bien que plus de 30 cathélicidines aient été identiﬁées chez les
mammifères, seul un gène est connu chez l’homme et code un précurseur protéique inactif
(hCAP18). Ce précurseur est abondamment exprimé par les mastocytes résidents de la
peau. Il est aussi retrouvé dans les kératinocytes, les sébocytes et les glandes sudoripares
mais à des niveaux d’expression beaucoup plus faibles. Son expression est fortement aug-
mentée suite à une infection, une inﬂammation ou une blessure. Au niveau de la peau,
hCAP18 est activé par clivage de son domaine C-terminal, grâce à l’action de protéases
à sérines comme les kallikréines ou par des protéases de la microﬂore cutanée. Puis, il
est sécrété à la surface de la couche cornée sous la forme d’un peptide actif mature de
37 acides aminés appelé LL-37 (aussi connu sous le nom de CRAMP chez la souris). Ce
peptide a une activité antimicrobienne à large spectre ciblant aussi bien les bactéries et
les virus que les champignons ou les parasites (Lai and Gallo, 2009).
Les protéines S100 - Les protéines S100 ont diverses fonctions biologiques (régula-
tion de la diﬀérenciation, la prolifération, la migration, l’inﬂammation...). Nous avons vu
qu’elles participaient à la formation de l’enveloppe cornée. Elles auraient aussi une acti-
vité de défense vis à vis de germes pathogènes. En eﬀet, certains membres de cette famille
sont abondamment exprimés dans des épidermes inﬂammatoires suite à une infection. Les
protéines S100A7 (psoriasine) et S100A15 sont préférentiellement actives contre Escheri-
chia coli tandis que le complexe S100A8/A9 (aussi connu sous le nom de calprotectine)
est eﬃcace pour lutter contre des infections par des virus ou des champignons.
Les ribonucléases (RNases) - Les kératinocytes humains expriment les RNases 1, 4,
5 et 7, des enzymes qui pourraient avoir une activité de défense microbienne indépendante
de leur activité de ribonucléase (Gallo and Nakatsuji, 2011; Niyonsaba et al., 2017).
3.5.3.2 Mécanismes d’action
Les β-défensines, le peptide LL-37 et les RNases ont des mécanismes d’action communs
contre les pathogènes. Ils sont capables d’éliminer directement les micro-organismes en dé-
truisant leurs structures membranaires ou leurs parois. En eﬀet, ces AMPs intéragissent à
la surface des parois bactériennes via leurs résidus cationiques. Ces interactions électrosta-
tiques permettent la formation de pores dans les parois ce qui provoque leur dégradation
et la lyse du micro-organisme ciblé (Gallo and Hooper, 2012). Les protéines S100 agiraient
sur les micro-organismes selon un mécanisme d’action indirect. Elles pourraient séquestrer
certains nutriments des bactéries et des champignons, notamment des ions métalliques.
Cette action inhiberait les mécanismes de défenses de ces pathogènes qui seraient ainsi
plus facilement éliminés par des cellules immunitaires comme les neutrophiles (Kehl-Fie
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et al., 2011).
En plus de leurs propriétés antimicrobiennes, les AMPs jouent un rôle dans la mise en
place de la réponse immunitaire adaptative grâce à leurs propriétés chimiotactiques qui
permettent de moduler la réponse inﬂammatoire locale.
3.6 Intégrité de la couche cornée et barrière immu-
nitaire
3.6.1 Les kératinocytes, initiateurs de l’inﬂammation
Suite à un trouble de la barrière épidermique, en particulier lorsque l’intégrité de la
couche cornée est altérée, l’épiderme répond en premier lieu d’une manière assez classique
quelque soit la cause de ce dysfonctionnement. La première réponse qui se met en place
correspond à des mécanismes compensatoires visant à palier ce défaut. L’épiderme de-
vient hyperprolifératif dans le but d’engager plus de kératinocytes dans le programme de
diﬀérenciation terminale aﬁn de rétablir une couche cornée fonctionnelle. Physiologique-
ment, cette réponse devrait conduire à une réparation intégrale de la barrière épidermique.
Cependant, lorsque le défaut de barrière épidermique est persistant, ces processus de res-
tauration de l’épiderme sont maintenus, ce qui conduit à une hyperplasie épidermique, une
hyperkératose et fréquemment à un érythème. Très souvent, secondairement à ce défaut
de barrière, une réponse inﬂammatoire peut se mettre en place qui va à son tour altérer
la barrière épidermique (Figure 33). Cette inﬂammation est en partie due à une réponse
des kératinocytes. En eﬀet, ils jouent un rôle central dans l’initiation et le développement
des réponses inﬂammatoires et immunologiques au sein de la peau. Dans cette partie, je
décrirai comment les kératinocytes participent à la barrière immunitaire.
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Figure 33 – Illustration du défaut primaire/secondaire de la barrière épider-
mique. D’après (Schmuth et al., 2015).
3.6.2 Les récepteurs de danger PRRs et PARs
Les kératinocytes ont la capacité de discriminer les organismes commensaux inoﬀen-
sifs des pathogènes dangereux grâce à l’expression de récepteurs particuliers : les PRR
(« Pathogen Recognition Receptor »).
Les PRR reconnaissent des structures conservées entre espèces bactériennes, appelées
motifs moléculaires associés à des pathogènes (PAMPs pour « Pathogen-Associated Mo-
lecular Patterns »). Les PAMPs sont communs à une multitude de bactéries, ce qui permet
la reconnaissance d’une grande variété de micro-organismes par quelques PRRs. Ces ré-
cepteurs permettent également la reconnaissance de molécules endogènes libérées par des
cellules endommagées après rupture de la membrane cellulaire. Ces signaux de dangers
sont appelés DAMPs pour « Danger-Associated Molecular Patterns »).
A ce jour, quatre classes de PRRs sont connues :
- Les récepteurs membranaires : les « Toll-Like Receptors » (TLRs), les plus décrits,
localisés au niveau de la membrane cytoplasmique et des endosomes ; et les « C-type Lectin
Receptors » (CLRs), récepteurs de surface reconnaissant les structures carbohydrates.
- Les récepteurs cytoplasmiques : les « Nod-Like Receptors » (NLRs) et les « (RIG)-
I-Like Receptors » (RLRs).
La reconnaissance des PAMPs et DAMPs par ces récepteurs active la transcription
de gènes impliqués dans des réponses pro-inﬂammatoires et antimicrobiennes. Ces gènes
codent des cytokines pro-inﬂammatoires, des interférons de type I, des chimiokines et
des protéines antimicrobiennes (Takeuchi and Akira, 2010). Ils permettent d’initier une
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réponse locale de défense eﬃcace et de stimuler l’immunité adaptative.
Par ailleurs, les kératinocytes expriment à leur surface d’autres récepteurs impliqués
dans l’inﬂammation : les « Proteinase-Activated Receptors » (PAR) en particulier PAR1
et PAR2. Ils appartiennent à la super-famille des récepteurs couplés aux protéines G. Ils
sont activés par clivage protéolytique de leur domaine N-terminal par des protéases à
sérine. Ils contribuent aux défenses immunitaires innées en étant notamment capables de
détecter des protéases exogènes provenant de micro-organismes. De nombreuses études
réalisées in vitro ou in vivo ont montré que l’activation de PAR2 au sein du kératinocyte
entrainait la production d’interleukines comme l’IL-6 ou l’IL-8, de facteurs de croissance
tels que GM-CSF, qui participe entre autres à la maturation des cellules de Langherans, et
l’activation de la voie NF-κB, impliquée dans la régulation de nombreux gènes de l’inﬂam-
mation (Dale and Vergnolle, 2008; Rattenholl and Steinhoﬀ, 2003; Guenther and Melzig,
2015).
3.6.3 Les protéines et peptides antimicrobiens
Lorsque l’épiderme est endommagé, les kératinocytes sont également capables de sé-
créter, à la surface épidermique, des AMPs principalement des peptides de la famille des
β-défensines et des cathélicidines. Comme décrit précédemment dans le paragraphe 3.5.3,
la production locale de ces peptides a trois fonctions principales. Elle empêche une co-
lonisation bactérienne de la surface cutanée en tuant directement les pathogènes. Elle
permet la production de cytokines inﬂammatoires et le recrutement de cellules immuni-
taires (Nestle et al., 2009). Les mécanismes d’action des AMPs ont été détaillés dans le
chapitre 3, paragraphe 3.4.2.
3.6.4 Les cytokines et chimiokines
Outre les AMPs, les kératinocytes sécrètent, spontanément ou suite à un stimulus, de
nombreuses cytokines telles que l’interleukine 6 (IL-6), l’interleukine 10 (IL-10), l’inter-
leukine 18 (IL-18) et le TNF-α (« Tumor Necrosis Factor-α »). De manière intéressante,
les kératinocytes produisent également l’IL-1 sous deux formes : l’IL-1α et l’IL-1β. Ces
dernières ont un eﬀet biologique pléiotrope et induisent des réponses locales et systé-
miques à l’infection. Elles induisent l’expression de molécules d’adhérence sur les cellules
endothéliales, ce qui permet un inﬁltrat en cellules inﬂammatoires. Elles participent à
l’activation des lymphocytes T auxiliaires, des cellules dendritiques et à la maturation
des lymphocytes B. Elles jouent ainsi un rôle central dans de nombreuses pathologies in-
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ﬂammatoires aiguës et chroniques. Dans une peau saine, les kératinocytes synthétisent de
manière constitutive l’IL-1α et l’IL-1β. Alors que l’IL-1α est biologiquement active, l’IL-
1β est synthétisée sous la forme d’un précurseur inactif : la pro-IL-1β. Les kératinocytes
sont incapables de la cliver et de libérer une forme active en conditons « normales ». En
revanche, suite à un signal de danger, par exemple une exposition aux UV, les kératino-
cytes peuvent cliver la pro-IL-1β et libérer sa forme active grâce à l’action de la caspase 1
(activée via l’inﬂammasome). Les kératinocytes sont également une source importante de
chimiokines telles que CCL20 (CC-Chemokine ligand 20), CXCL9 (Chemokine (C-X-C
motif) ligand 9), CXCL10 (Chemokine (C-X-C motif) ligand 10) et expriment des récep-
teurs de ces chimiokines. Ces chimiokines et ces récepteurs sont décrits comme jouant un
rôle essentiel dans l’attraction de cellules T eﬀectrices dans des contextes de pathologies
cutanées inﬂammatoires telles que le psoriasis (Nestle et al., 2009).
Ainsi, les kératinocytes jouent un rôle important dans les réponses immunitaires. Ils
sont localisés stratégiquement dans la dernière couche de la peau aﬁn de reconnaitre un
signal de danger et d’initier rapidement une réponse inﬂammatoire en coordonnant la
production d’AMPs, de cytokines et chimiokines inﬂammatoires.
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Chapitre 4
Les ichtyoses : des pathologies
cutanées caractérisées par des
anomalies de la couche cornée
4.1 Que représentent les ichtyoses ?
Les ichtyoses regroupent un ensemble de maladies cutanées qui se caractérisent par
des anomalies de la corniﬁcation d’origine génétique. Elles sont aussi connues sous le
nom de MeDOC pour « Mendelian Disorders Of Corniﬁcation ». Ces pathologies sont
dues à des mutations de gènes impliqués dans les étapes tardives de la diﬀérenciation
épidermique, ce qui aboutit à un défaut de la fonction « barrière » de l’épiderme. Le
terme d’ichtyose, évoqué pour la première fois en 1808 par Willan, est issu du grec ichthys
qui signiﬁe « poisson » (Willan, 1808). Il qualiﬁe ainsi ce type de pathologies cutanées
en raison d’une peau extrêmement sèche et d’une accumulation de pellicules de cellules
mortes (squames) qui se détachent continuellement donnant ainsi un aspect d’écailles
de poisson à la peau. L’apparence écailleuse de la peau reﬂète un épaississement de la
couche cornée (hyperkératose) résultant d’une hyperprolifération des kératinocytes basaux
et/ou d’un défaut de desquamation. Le traitement des ichtyoses est rarement spéciﬁque
à une ichtyose et n’est pas curatif. Il est le plus souvent uniquement symptomatique et se
compose de soins locaux quotidiens parfois associés à des traitements systémiques. Il est
essentiel d’arriver à maintenir ou à améliorer la fonction barrière de l’épiderme (empêcher
ou diminuer les pertes en eau transépidermiques), d’améliorer l’apparence et le confort
du patient ainsi que de traiter les complications comme des infections secondaires. Le
traitement étiologique est rarement possible mais fait l’objet de nombreuses recherches.
Les ichtyoses sont étiologiquement et cliniquement très hétérogènes, il est donc diﬃcile
de les classer. Diﬀérentes classiﬁcations ont été proposées, basées sur les caractéristiques
physiopathologiques, le mode de transmission ou les bases moléculaires génétiques, mais
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depuis la première conférence internationale sur les ichtyoses (en 2007) qui a regroupé plus
d’une trentaine de dermatologues, biologistes et généticiens, les ichtyoses sont désormais
classées en fonction de l’aspect clinique (Oji et al., 2010b).
4.2 La classiﬁcation des ichtyoses
4.2.1 La classiﬁcation clinique
Les ichtyoses sont réparties en deux groupes : les formes non-syndromiques et les formes
syndromiques. Cette classiﬁcation repose sur la question suivante : l’expression phénoty-
pique de la pathologie est-elle uniquement d’ordre cutané ou le phénotype s’exprime-t-il au
niveau de la peau et d’autres organes ? On parlera d’ichtyoses non-syndromiques dans le
premier cas mais si d’autres organes en plus de la peau sont aﬀectés, on parlera d’ichtyoses
syndromiques (pour revue voir (Oji et al., 2010b; Schmuth et al., 2013)).
Les ichtyoses peuvent apparaître dès la naissance ou plus tardivement dans les premiers
mois ou les premières années de vie. On parle alors respectivement d’ichtyose congénitale
ou d’ichtyose non-congénitale. La plupart des ichtyoses congénitales se caractérisent à la
naissance par une membrane « collodion » (Figure 34A) ; le nouveau-né est enveloppé dans
une membrane rigide, tendue et luisante responsable très souvent d’un ectropion (éverse-
ment des paupières) et d’un éclabion (éversement des lèvres) (Prado et al., 2012). D’autres
ichtyoses se caractérisent à la naissance par une érythrodermie ichtyosiforme (présences de
rougeurs et de squames, Figure 34B). Ces phénotypes à la naissance touchent aussi bien les
formes syndromiques que non-syndromiques. Les ichtyoses présentent des proﬁls cliniques
très variés au niveau de l’aspect des squames et de la gravité des signes. Les squames
peuvent être localisées dans certaines régions ou généralisées à l’ensemble du corps. Elles
peuvent êtres épaisses et de couleurs sombres ou plus ﬁnes et blanches (Figure 34). Cer-
tains patients présentent également des rougeurs (érythème), une inﬂammation cutanée
et peuvent développer un prurit (démangeaisons) (Figure 34C, J).
La prévalence de ces pathologies est également très variable. L’ichtyose vulgaire, due
à des mutations dans le gène codant la ﬁlaggrine, est la plus fréquente des ichtyoses (un
individu sur 250). C’est aussi la moins sévère, les patients présentent un phénotype modéré
avec une peau sèche (Figure 34D). Les premiers signes apparaissent après 6 mois environ
et parfois à l’âge adulte. Cette ichtyose est souvent associée à un risque de développer des
maladies allergiques telles que la dermatite atopique (Figure 34C). L’ichyose liée à l’X
est la seconde ichtyose en terme de fréquence (un individu sur 2000). Elle ne touche que
les garçons en raison de son mode de transmission. Les lésions peuvent être visibles à la
naissance ou apparaître dans les premiers mois de vie. Les squames sont sombres (brunes
ou grises) et larges, prédominent sur les membres et peuvent atteindre le visage. Les
régions palmo-plantaires sont habituellement épargnées (Figure 34E). Les autres ichtyoses
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Figure 34 – Variété des atteintes cutanées dans les ichtyoses.(A) Membrane
« collodion » dans une ARCI. (B) Erythrodermie ichtyosiforme congénitale d’un enfant
en bas âge. (C) Ichtyose vulgaire (IV) associée à une dermatite atopique. (D) Peau sèche
avec ﬁnes squames caractéristiques de l’IV. (E) Phénotype cutané modéré de l’ichtyose
liée à l’X. (F) Larges squames brunes dans une ARCI. (G) Hyperkératose d’une ichtyose
kératinopathique. (H) Kératodermie palmaire dans la maladie Camisa. (I) Hyperlinéa-
rité palmaire dans l’IV. (J) Squames généralisées associées à un sévère érythème dans le
syndrome de Netherton. Adapté de (Oji et al., 2010b) et (Schmuth et al., 2013).
sont très rares, la prévalence est estimée à 1/200000. En France, une étude nationale menée
sur des patients atteints d’ichtyoses (avec un diagnostique conﬁrmé) a permis d’estimer la
prévalence des ichtyoses toutes formes confondues à 13,3 cas par million de personne. La
prévalence des formes non-syndromiques (en excluant l’ichtyose vulgaire) a été estimée à
11,3 cas/million et celle des formes syndromiques à 1,9 cas/million (Dreyfus et al., 2014).
4.2.2 La classiﬁcation fonctionnelle
La classiﬁcation des ichtyoses suivant les aspects « fonctionnels/pathogénétiques »
s’avère être également très intéressante et est représentée dans le Tableau 4. Dans ce
tableau, seules les atteintes cutanées sont décrites. Lorsque l’ichtyose aﬀecte d’autres or-
ganes, cela est mentionné par le terme : ichtyose syndromique. Par cette classiﬁcation,
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on remarque une convergence des signes cutanés des ichtyoses à savoir des squames/une
hyperkératose en dépit de causes génétiques très diﬀérentes. Les divers gènes mutés res-
ponsables des ichtyoses codent des protéines d’importance structurale pour la formation
des cornéocytes, des protéines de jonctions intercellulaires, des enzymes impliquées dans
la protéolyse de ces dernières ou encore des enzymes et des facteurs nécessaires au métabo-
lisme des lipides (Schmuth et al., 2013, 2015). Cette convergence phénotypique s’explique
par le fait que ces diﬀérents défauts génétiques entrainent tous un trouble de la corniﬁ-
cation provoquant un mécanisme de réparation. Les eﬀorts de restauration de la barrière
épidermique sont en général infructueux puisque l’anomalie génétique demeure présente.
Il existe des ichtyoses de substratum génétique encore inconnu (cas isolés, ichtyoses
diﬃcilement classées parmi les autres ichtyoses). Toutefois avec le séquençage nouvelle gé-
nération (NGS), les recherches ainsi que les diagnostics pour les maladies rares sont portés
à un niveau supérieur. Le NGS ouvre donc de nouvelles possibilités pour l’identiﬁcation
des causes génétiques d’ichtyoses sporadiques ou bien très hétérogènes et diﬃcilement
groupables d’un point de vue clinique. Dans les années à venir, il est évident que le NGS
va avoir un fort impact sur le nombre de gènes nouvellement identiﬁés impliqués dans
des ichtyoses. D’ailleurs depuis une dizaine d’année, la liste des gènes mutés dans un
sous-groupe d’ichtyoses non-syndromiques ; les ARCI (« Autosomal Recessive Congenital
Ichthyosis » ; Figure 34F) ; n’a de cesse d’augmenter (Fischer, 2009). En 2009, la revue de
Judith Fischer faisait état de 6 gènes (TGM1, ABCA12, ALOX12B, ALOXE3, CYP4F22,
NIPAL4 ) identiﬁés mutés chez des patients atteints d’ARCI. Depuis, cette liste a presque
doublé avec l’identiﬁcation de CERS3, LIPN, PNPLA1, SDR9C7 etCASP14 (Tableau 4).
L’identiﬁcation de CASP14 muté dans des patients dits atteints d’ARCI est très récente
(Kirchmeier et al., 2017). Trois patients de 2 familles algériennes sont décrits avec de ﬁnes
squames blanches sur l’ensemble du corps. Aucun autre symptôme tel que des anoma-
lies au niveau des cheveux, des ongles, des dents ou des zones palmo-plantaires n’a été
observé. Ces patients ont été diagnostiqués atteints d’ARCI, pour autant aucune donnée
clinique supplémentaire (aspect cutané à la naissance conﬁrmant qu’il s’agirait d’une ich-
tyose congénitale, évolution de la pathologie), photos et biopsies n’ont été données. Ceci
laisse quelques doutes sur le diagnostic établi. De plus, à ce jour, la caspase 14 n’est pas
connue pour être impliquée dans le métabolisme des lipides ou comme ayant une action
enzymatique sur les lipides, contrairement aux autres gènes responsables d’ARCI. L’im-
plication physiopathologique de PNPLA1, l’un des derniers gènes identiﬁés responsables
d’ARCI, a récemment été caractérisée par un groupe autrichien, deux groupes japonais
ainsi que par notre laboratoire (Grond et al., 2016; Pichery et al., 2017; Hirabayashi et al.,
2017; Ohno et al., 2017). PNPLA1 est impliquée dans la synthèse des ω-O-acylcéramides
et l’altération de son expression entraine une anomalie dans la formation des enveloppes
cornées lipidiques. Les rôles physiopathologiques de LIPN et SDR9C7 n’ont pas encore
été caractérisés. Pour cela, les modèles murins invalidés (« knock-out », KO) pour les
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gènes responsables d’ichtyoses sont en général très informatifs. Ils permettent d’étudier
la fonction de la protéine codée par le gène et de comprendre dans quelle voie biolo-
gique cette dernière est impliquée. En conséquence, ils permettent de mieux comprendre
comment l’altération de l’expression d’une protéine donnée peut expliquer les anomalies
phénotypiques retrouvées chez les patients. Le Tableau 5 situé dans la partie suivante
résume les diﬀérents modèles murins d’ichtyoses.
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Tableau 4 – Classiﬁcation fonctionnelle des ichtyoses
Gènes Pathologie Pathophysiologie Manifestations cutanées
Défauts des cornéocytes
Enveloppe cornée
TGM1 ARCI : Ichtyose lamellaire
de type 1
Absence d’enveloppe cornée Bébé collodion, ectropion et écla-
bion, grandes squames brunes et
adhérentes, alopécie, kératodermie
palmo-plantaire, hyperkératose des
coudes et des genoux.
LOR Kératodermie mutilante
avec ichtyose (Maladie Ca-
misa ou variant ichtyosique
du syndrome de Vohwinkel)
Localisation nucléaire anormale de
la loricrine mutée. Défaut de forma-




FLG Ichtyose vulgaire Absence de compactage de la kéra-
tine et absence de facteur naturel
d’hydratation
Peau sèche, ﬁnes squames grisâtres
du tronc et des membres. Hyperli-
néarité palmaire. Souvent associée à
une dermatite atopique.
Cytosquelette




Anomalies du cytosquelette de kéra-
tine. Dégénérescence vacuolaire de la
couche granuleuse due à la condensa-
tion périnucléaire des tonoﬁlaments
dans les granules de kératohyaline.
Anomalies de sécrétions des corps la-
mellaires.
Pendant la petite enfance, érythro-
dermie couverte de bulles ﬂasques
avec tendance au décollement cuta-
née et à la surinfection bactérienne.
Puis, disparition des bulles et appa-
rition d’une hyperkératose avec fra-
gilité cutanée et persistence de sur-
infection bactérienne.
KRT2e Ichtyose kératinopathique :
ichtyose bulleuse de Siemens
Agrégats de tonoﬁlaments dans les
couches épineuse supérieure et gra-
nuleuse
Phénotype superposable à l’ECIB
mais plus modéré. Pendant l’en-
fance, érythrodermie absente ou mo-
dérée, fragilité cutanée avec petits
décollements bulleux. A l’âge adulte,
hyperkératose et érosion superﬁcielle
de l’épiderme.
Facteur naturel d’hydratation
CASP14* ARCI ? Défaut de dégradation de la FLG.
Diminution du FNH.
Fines squames blanches sur tout le
corps.
*Un seul cas décrit très récemment avec très peu de données cliniques et génétiques (Kirchmeier et al.,
2017). ARCI : Autosomal Recessive Congenital Ichthyosis
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Gènes Pathologie Pathophysiologie Manifestations cutanées
Défauts des lipides (partie 1/2)
Traﬁc des corps lamellaires
ABCA12
(faux-sens) ARCI : Ichtyose lamellairede type 2
Anomalies de transport des lipides
des corps lamellaires
Cf : Ichtyose lamellaire de type 1.
ABCA12
(non-sens) ARCI : Ichtyose arlequin Anomalies des corps lamellaires etdéfaut de sécrétion. Absence de bar-
rière lipidique
Larges squames épaisses et jaunâtres
séparées par de profondes crevasses
rouges. Ectropion et éclabion. Décès
peu de temps après la naissance suite
à des complications respiratoires, in-
fectieuses ou de déshydratation.
AP1S1 Syndrome MEDNIK (ou
érythrokératodermie va-
riable de type 3)
Perturbation transport protéique,



















STS Ichtyose liée à l’X Accumulation de sulfate de choles-
térol. Desquamation anormale (inhi-







dominante liée à l’X)
Défaut de biosynthèse du cholestérol Erythrodermie congénitale ichtyo-
siforme, alopécie. Ichtyose syndro-
mique.
NSDHL Syndrome CHILD Défaut dans la voie de biosynthèse
du cholestérol.
Lésions cutanées unilatérales squa-
meuses et inﬂammatoires, ichtyose
syndromique.
MBTPS2 Ichtyose folliculaire congéni-
tale avec alopécie et photo-
phobie (IFAP)
Altération de l’homéostasie du cho-
lestérol.
Papules folliculaires hyperkérato-
tiques en forme d’épines non inﬂam-
matoires, alopécie. Plaques psoriasi-
formes. Infections bactériennes fré-
quentes. Ichtyose syndromique.
ARC : Arthrogrypose insuﬃsance Rénale Cholestase. CEDNIK : CErebral Dysgenesis Neuropathy
Ichthyosis palmoplantar Keratoderma. CHILD : Congenital Hemidysplasia with Ichthyosiform nevus
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Gènes Pathologie Pathophysiologie Manifestations cutanées
Défauts des lipides (partie 2/2)
Métabolisme des acides gras/triglycérides/autres lipides
ALOX12B ARCI : Erythrodermie ich-
tyosiforme congénitale sèche
Absence de modiﬁcation des lipides.
Diminution de la sécrétion des corps
lamellaires.
Bébé collodion, ectropion, érythème
généralisé, ﬁnes squames blanche-
grisâtres de diﬀérentes tailles, kéra-
tose hyperproliférative.
ALOXE3 ARCI : Erythrodermie ich-
tyosiforme congénitale sèche
Absence de modiﬁcation des lipides.
Diminution de la sécrétion des corps
lamellaires.
Bébé collodion, ectropion, érythème
généralisé, ﬁnes squames blanche-
grisâtres de diﬀérentes tailles, kéra-
tose hyperproliférative.
CYP4F22 ARCI : Ichtyose lamellaire
de type 3
Défaut dans la voie de la 12(R)-
lipoxygénase.
Cf : Ichtyose lamellaire de type 1
PHYH Maladie de Refsum Accumulation d’acide phytanique
sous forme de vacuoles lipidiques.
Ichtyose syndromique.
PEX7 Maladie de Refsum Accumulation d’acide phytanique
sous forme de vacuoles lipidiques.
Ichtyose syndromique.
ABHD5 Syndrome de Chanarin-
Dorfman
Défaut d’oxydation des acides gras à
longue chaîne. Accumulation de tri-
glycérides. Anomalies des corps la-
mellaires.
Ichtyose syndromique.
ALDH3A2 Syndrome de Sjrögen-
Larsson.
Anomalie du métabolisme lipidique. Naissance prématurée avec érythro-
dermie qui tend à disparaitre avec
l’âge. Ichtyose généralisée et prurit
fréquent. Ichtyose syndromique.
Métabolisme des céramides
PNPLA1 ARCI : Ichtyose lamellaire
et érythrodermie ichtyosi-
forme congénitale
Anomalie des enveloppes cornées. Bébé collodion fréquent. Ichtyose
modérée avec de ﬁnes squames blan-
châtres ou brunes accompagnées
d’une érythrodermie également mo-
dérée. Hyperkératose marquée dans
les plis. Kératodermie et hyperlinéa-
rité palmo-plantaires, et prurit fré-
quent.
GBA Maladie de Gaucher Absence de maturation des lipides
intercornéocytaires
Déﬁcit de la fonction de barrière,
ichtyose syndromique.
CERS3 ARCI : Ichtyose lamellaire
et érythrodermie ichtyosi-
forme congénitale
Diminution des céramides à longues
chaînes.
Bébé collodion, ectropion et écla-
bion. Acanthose et hyperkératose
modérées. Ichtyose syndromique.
ELOVL4 ISQMR (Ichthyosis, Spas-
tic Quadriplegia, and Men-
tal Retardation)
Absence de céramides ω-hydroxylés
à longue chaîne
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Gènes Pathologie Pathophysiologie Manifestations cutanées
Anomalies des jonctions intercellulaires/Desquamation (partie 1/2)
Protéases, Inhibiteurs de protéases
SPINK5 Syndrome de Netherton
(SN)
Hyperactivité des enzymes de la des-
quamation. Desquamation excessive
et prématurée.
Atteinte sévère de la barrière cuta-
née, érythrodermie ichtyosiforme gé-
néralisée. Manifestations atopiques
et infections récurrentes. Anomalies
capillaires (cheveux parsemés et fra-
giles : cheveux en bambous). Ich-
tyose syndromique.
ST14 Ichtyose autosomique ré-
cessive avec hypotrichose
(ARIH)
Défaut de desquamation, d’extru-
sion des corps lamellaires et de pro-
téolyse de la ﬁlaggrine.
Ichtyose non inﬂammatoire avec che-
veux anormaux. Hyperkératose dif-
fuse, hypotrichose généralisée et dif-
fuse, prurit.
CTSC Syndrome de Pavillon-
Lefèvre
Déﬁcit enzymatique qui entrainerait
une desquamation anormale et une
susceptibilité à des pathogènes viru-
lents.
Kératodermie palmo-plantaire dif-
fuse avec plaques érythémateuses.
Hyperkératose psoriasiforme pos-
sible sur faces dorsales des mains et
des pieds. Susceptibilité accrue aux
infections cutanées et systémiques.
Ichtyose syndromique.
CSTA Acral peeling skin syn-
drome (ou ichtyose exfolia-
tive acrale)
Perte de cohésion à la jonction
couche granuleuse/couche cornée.
Desquamation superﬁcielle des zones
palmaires, plantaires et dorsales des
mains et des pieds, provoquant un
érythème indolore résiduel. Varia-
tions selon les périodes de l’année.
(Cornéo)desmosomes
CDSN Peeling Skin Disease (PSD) Défaut de cohésion des cornéodes-
mosomes.
Ichtyose inﬂammatoire généralisée.
Atteinte sévère de la barrière cu-
tanée, desquamation diﬀuse et su-
perﬁcielle de toute la surface cuta-
née avec érythrodermie sous-jacente,
manifestations atopiques et prurit.
Surinfections cutanées et allergies
alimentaires.
DSG1 Syndrome SAM Anomalies de formation des desmo-
somes.
Erythrodermie congénitale, hyper-
kératose, plaques et papules jaunes
sur les paumes des mains, dermatite
sévère, infections cutanées et res-
piratoires récurrentes, allergies ali-
mentaires.
DSP Syndrome SAM Anomalies de formation des desmo-
somes.
Erythrodermie congénitale, hyper-
kératose, plaques et papules jaunes
sur les paumes des mains, dermatite
sévère, infections cutanées et res-
piratoires récurrentes, allergies ali-
mentaires.
SAM : Skin dermatitis, multiple severe Allergies and Metabolic wasting.
95
  	
        
            
Gènes Pathologie Pathophysiologie Manifestations cutanées
Anomalies des jonctions intercellulaires/Desquamation (partie 2/2)
Jonctions GAP
GJB2 Syndrome KID (Kératite
Ichtyose Surdité)
Défaut fonctionnel des jonctions
GAP.
Ichtyose syndromique avec hyperké-
ratose et kératite vascularisée.
GJB6 Syndrome KID (Kératite
Ichtyose Surdité)
Défaut fonctionnel des jonctions
GAP.
Ichtyose syndromique avec hyperké-
ratose et kératite vascularisée.
GJB4 Erythrokeratodermia Varia-
bilis (EKV)











CLDN1 Ichtyose avec cholangite
sclérosante Syndrome
NISCH
Perte de fonctions des jonctions ser-
rées.
Hypotrichose avec alopécie partielle,










Défauts de mécanisme de réparation
de l’ADN. Défauts transcriptionnels
suite à une mauvaise réponse aux
hormones thyroïdiennes.
Ichtyose congénitale avec parfois
bébé collodion évoluant vers une ich-
tyose sévère. Hyperkératose palmo-
plantaire, alopécie partielle avec che-
veux cassants. Sensibilité aux infec-
tions. Ichtyose syndromique.
POMP Syndrome KLICK Défaut du protéasome Ichtyose congénitale, kératodermie
palmo-plantaire sclérosante.
SLURP1 Maladie de Meleda Défaut de signalisation cellulaire Kératodermie palmo-plantaire, ich-
tyose, fragilité des ongles, érythème
péri-oral.
SUMF1 Déﬁcit multiples en sulfa-
tases (DMS)
Défaut de modiﬁcations post-
traductionnelles des sulfatases.
Défaut de stockage des lysosomes
Ichtyose syndromique.
Autres ichtyoses (pathophysiologie encore inconnue)
NIPAL4 ARCI : Ichtyose liée à l’ich-
tyn
Inconnue Bébé collodion, érythème, ﬁnes
squames blanches-grisâtres de diﬀé-
rentes tailles, kératodermie palmo-
plantaire, trouble de la desquama-
tion.
LIPN ARCI : Erythrodermie ich-
tyosiforme congénitale
Inconnue Seulement un cas décrit. Pas de
naissance bébé collodion. Apparition
des premiers signes cutanés pendant
l’enfance. Fines squames générali-
sées avec erythème léger. Aspect ich-
tyose lamellaire.
SDR9C7 ARCI Inconnue Bébé collodion. Squames ﬁnes blan-
châtres ou brunâtres généralisées.
Hyperlinéarité et hyperkératose
palmo-plantaires.
NISCH : Neonatal Icthyosis Sclerosing and Cholangitis. KLICK : Keratosis Linearis with Ichthyosis
Congenita and sclerosing Keratoderma
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4.3 Caractérisation fonctionnelle des gènes respon-
sables d’ichtyoses
4.3.1 La souris : un bon modèle pour l’étude de la bar-
rière épidermique
La souris est un organisme très utilisé pour l’étude physiologique et biochimique de la
peau ainsi que pour l’étude de pathologies cutanées humaines. Une étude comparative des
gènes les plus exprimés dans la peau humaine et murine a permis de montrer que la majo-
rité des gènes en commun codent des protéines essentielles à la structure et à la fonction
« barrière » de l’épiderme (Gerber et al., 2014). Ces gènes codent principalement des pro-
téines des jonctions intercellulaires, des protéines structurales (enveloppe cornée, matrice
extracellulaire) et des protéines associées à la croissance cellulaire (signalisation, facteurs
de transcription). L’épiderme de souris représente donc un bon modèle pour l’étude de
pathologies cutanées humaines caractérisées par un trouble de la barrière épidermique.
4.3.2 Les modèles murins présentant un défaut de bar-
rière épidermique
Le développement de nombreux modèles murins KO pour des gènes impliqués dans
les étapes tardives de la diﬀérenciation épidermique ont permis de mieux appréhender les
mécanismes moléculaires contrôlant la mise en place et le maintien d’une barrière épider-
mique eﬃcace. Ces modèles sont résumés dans le Tableau 5 et sont classés par fonctions de
gènes. Ils se caractérisent tous par un défaut fonctionnel de la barrière épidermique (me-
suré en général par une augmentation des pertes en eau transépidermiques) et présentent
très souvent une létalité postnatale. Cette perte de fonction de barrière est généralement
accompagnée d’anomalies majeures de synthèse et de structure des composants essentiels
de la couche cornée (défauts des jonctions intercellulaires, anomalies des lipides, de la des-
quamation, des enveloppe cornées...). Ces modèles sont également des outils très précieux
pour comprendre les mécanismes compensatoires qui peuvent se mettre en place pour
palier au défaut de perméabilité épidermique et pour mettre en évidence la redondance
fonctionnelle de certaines protéines (exemple souris KO Lor ou KO Krt10 ). Aﬁn de palier
au problème lié à une létalité postnatale, des greﬀes de peau de nouveau-nés KO sur souris
nude ou des modèles de souris KO inductibles sont très souvent développés et permettent
le suivi à plus long-terme du phénotype cutané d’un épiderme KO. Enﬁn, bon nombre
de ces modèles miment parfaitement certaines ichtyoses et ont ainsi permis des avancées
majeures dans la compréhension des mécanismes physiopathologiques impliqués dans ces
maladies cutanées (Tableau 5).
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Tableau 5 – Modèles murins de trouble de la barrière épidermique
Protéines Fonction Phénotype au
cours du déve-
loppement





E16,5 : léger retard
dans la mise en


















tard dans la mise en
place de la barrière
P0 : phénotype normal ;




male, diminution des lipides
intercornéocytaires, défaut




















sées, couche cornée compacte ;
Létalité postnatale <1 jour,
déﬁcit fonction barrière





permettant de réduire le

















ND Viable, pas de phénotype à
P0 ; Entre 3 et 6 jours après
naissance apparition d’une
peau plissée, sèche et brillante.
Moins de grains de kératohya-
line mais SC toujours hydraté.
Plus sensibles aux allergies et







ND Létalité postnatale mais pas de
phéno-
type apparent, épiderme nor-
mal. Barrière épidermique in-
tacte. Légère augmentation du








ND Phénotype normal. Légère
augmentation de la taille
des kératinocytes granuleux.
(Compensation de la perte de







E16,5 : retard dans
la mise en place de
la barrière ; E17,5 :
phénotype normal,
barrière établie
Peau translucide et brillante ;
Fragilité des enveloppes cor-
nées.
Dès P4-P5 : phénotype
normal ; Augmentation de
l’expression d’autres pré-
curseurs d’enveloppe cornée
(compensation de la perte






Evpl : Envoplakine. Inv : Involucrine. Flg : Filaggrine. Krt1 : Kératine 1. Krt10 : Kératine 10. Lor :
Loricrine. Tgm1 : Transglutaminase 1. ARCI : Autosomal Recessive Congenital Ichthyosis. IV : Ichtyose
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Protéines Fonction Phénotype au
cours du déve-
loppement










Défaut de résistance méca-
nique des cornéodesmosomes,
décollement de la couche cor-
née à l’interface avec la couche
granuleuse. Létalité postnatale
<1 heure, déﬁcit fonction bar-
rière





(8-9 semaines) : dégénéres-
cence de l’épiderme et des













ND Présence de ﬁnes squames sur
le corps entier ; Fragilité de
l’épiderme, décollement de la
couche cornée ; Perte localisée










ND Peau qui pèle, anomalies
des desmosomes : absence
de plaque desmosomale et














à partir de E10,5
(défaut cardiaque),
15% survivent jus-
qu’à E17,5 : ano-
malies des desmo-
somes, décollement
de la couche cornée








des jonctions serrées dans la
couche granuleuse, Trouble de
la corniﬁcation, cornéocytes
de morphologie anormale.
Létalité postnatale <1 jour,
déﬁcit fonction barrière

















E18,5 : pas de bar-
rière fonctionnelle
Peau rouge et tendue cou-
verte d’écailles, hyperkératose,
couche cornée compacte, diﬀé-
renciation prématurée de l’épi-
derme, anomalie des corps la-
mellaires, anomalie de la com-
position et de l’homéostasie li-
pidiques. Létalité <1 jour, dé-
ﬁcit fonction barrière
Greﬀe de peau souris mu-

















Fragilité de l’enveloppe cor-
née, composition épidermique
en céramides anormale, matu-
ration de la ﬁlaggrine anor-
male, couche cornée compacte,
vacuoles dans la couche gra-
nuleuse. Létalité postnatale <3
heures, déﬁcit fonction barrière








blable aux nouveau-nés KO
Alox12b mais moins sévère. Di-
minution des céramides liés co-
valemment aux protéines de
l’enveloppe cornée. Létalité





Abca12 : ATP-binding cassette transporter. Alox12b : 12R-Lipoxygénase. Aloxe3 : Lipoxygénase
3. Cdsn : Cornéodesmosine. Cldn1 : Claudine 1. Dsc1 : Desmocolline 1. Dsp : Desmoplakine. Pg :
Plakoglobine. NISCH : Neonatal Ichthyosis-Sclerosing CHolangitis. PSD : Peeling Skin Disease. SAM :
Skin dermatitis, multiple severe Allergies and Metabolic wasting.
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Protéines Fonction Phénotype au
cours du déve-
loppement







E18,5 : pas de bar-
rière fonctionnelle
Hyperkératose, trouble de la desqua-
mation. Composition épidermique
en acides gras anormale, diminution
taille des grains de kératohyaline de












ND Accumulation de triglycérides sous
forme de gouttelettes, hyperkératose
avec couche cornée très compacte,
couche épineuse plus épaisse. Léta-
lité postnatale <16 heures, déﬁcit
fonction barrière
Greﬀe : épiderme hyperpro-













E18,5 : pas de bar-
rière fonctionnelle
Hyperkératose, couche cornée très
compacte. Absence d’enveloppes li-
pidiques. Diminution des céramides
et glucosylcéramides. Létalité post-









E18,5 : pas de bar-
rière fonctionnelle
Trouble de la perméabilité épider-
mique. Anomalie de la diﬀéren-
ciation épidermique, hyperkératose,
couche cornée très compacte et acan-
those. Anomalie de formation des la-
melles lipidiques et dans la synthèse
des acylcéramides. Létalité post-
natale <12 heures, déﬁcit fonction
barrière. KO épidermique : même







ND Défauts visibles à partir de P3-P4,
desquamation augmentée, anoma-
lies de l’arrangement lipidique dans
les corps lamellaires, décollement de
la couche cornée localisé, apoptose
dans couches suprabasales. Létalité
postnatale <5 jours, déﬁcit fonction
barrière
Adulte (KO épidermique) :
peau squameuse, hyperké-
ratose, acanthose. Trouble
de la diﬀérenciation épider-
mique, retard de formation
des enveloppes cornées, ab-
sence de glulcosylcéramides
et défaut de liaisons des cé-












ND KO épidermique : Altération de la
perméabilité épidermique. Anoma-
lie de formation des lamelles lipi-
diques. Augmentation des glucosyl-
céramides et diminution des céra-
mides.
Adulte (KO total, non-tissu
spéciﬁque) : Inﬂammation
systémique. Au niveau de la
peau, acanthose, hyperkéra-

















E18,5 : pas de bar-
rière fonctionnelle
Morphologie anormale de l’épiderme
et nouveau-nés de très petite taille.
Peau brillante et érythémateuse.
Desquamation anormale, anomalie
de formation des corps lamellaires
et des lamelles lipidiques. Anoma-
lie de la composition en lipides de
la couche cornée. Létalité postnatale









E18,5 : ND Absence de céramide ω-hydroxylé à
longue chaîne, désorganisation des
lipides des corps lamellaires et des
lamelles lipidiques. Létalité postna-
tale <1 jour, déﬁcit fonction bar-




Cers3 : Céramidase 3. Elovl1 : Elongase 1. Elovl4 : Elongase 4. Gba : β-Glucocérébrosidase. Pnpla1 :
(Patatin Like Phospholipase Domain Containing 1. Ugcg : Glucosylcéramide synthase. ISQMR :
Ichthyosis, Spastic Quadriplegia, and Mental Retardation
100
  	
        
            
Protéines Fonction Phénotype au
cours du déve-
loppement
Phénotype nouveau-né Phénotype adulte ougreﬀe Ichtyoses Références








Clivage des cornéodesmosomes par
protéolyse prématurée de ses compo-
sants, décollement de la couche cor-
née à l’interface avec la couche gra-
nuleuse. Augmentation maturation
protéolytique de la ﬁlaggrine ; Léta-
lité postnatale <1 jour, déﬁcit fonc-
tion barrière














St14 Protéase à sé-
rine membra-
naire
ND Défaut de maturation de la proﬁ-
laggrine, anomalie de formation de
l’enveloppe lipidique, désorganisa-
tion des lipides des corps lamellaires,
surface de l’enveloppe cornée aug-
mentée. Anomalies des follicules pi-
leux, absence de vibrisses. Létalité
postnatale <2 jours, déﬁcit fonction
barrière
Greﬀe : épiderme hyperpro-
lifératif, hyperkératose avec
















Défaut de maturation de la ﬁlaggrine
en acide aminés hygroscopiques ; Dé-
faut de la protection anti-UVB de la
couche cornée











ND Composition lipidique de la couche
cornée anormale, altération de la
maturation de la proﬁlaggrine, aug-
mentation de taille des cornéocytes,
défaut des jonctions serrées. Léta-





Casp14 : Caspase 14. Lekti : Lympho-epithelial Kazal-type-related inhibitor. Prss8 : Prostatine. St14 :
Matriptase. ARIH : Ichtyose Autosomique Récessive avec Hypotrichose
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Chapitre 5
Rôle physiologique et implications
pathologiques de la cornéodesmosine
Historiquement, la cornéodesmosine (CDSN) humaine a été découverte au laboratoire
par le groupe du Pr Guy Serre au début des années 90. Elle a été identiﬁée grâce à des
anticorps monoclonaux produits après immunisation de souris par un broyat de couche
cornée plantaire humaine. La production de ces anticorps avait été initiée à l’époque dans
le but d’identiﬁer de nouveaux marqueurs tardifs de la diﬀérenciation épidermique (Serre
et al., 1991). Depuis, la CDSN a fait l’objet de nombreuses recherches aﬁn de la localiser
et de mieux comprendre son rôle au sein de l’épiderme. Notamment le développement de
modèles murins KO Cdsn a permis de démontrer que cette protéine joue un rôle crucial
dans le maintien de l’intégrité épidermique et du follicule pileux. Pour la première fois,
en 2010, le gène CDSN a été identiﬁé muté chez des patients atteints d’une ichtyose
inﬂammatoire, le « Peeling Skin Disease » (PSD). Les travaux antérieurs sur la CDSN
ont permis de mieux comprendre la cause du PSD : un défaut de cohésion du stratum
corneum. L’identiﬁcation récente du substratum génétique de cette ichtyose a valu un
regain d’intérêt pour la CDSN, et surtout, a initié des travaux de recherche visant à
mieux comprendre la physiopathologie du PSD. L’objet de cette thèse en fait partie.
5.1 La cornéodesmosine : protéine des étapes tar-
dives de la diﬀérenciation terminale kératinocy-
taire
La CDSN est reconnue spéciﬁquement par deux des anticorps monoclonaux qui ont
été produits au laboratoire et nommés G36-19 et F28-27 (Serre et al., 1991). Par des
marquages immunohistologiques et d’immunomicroscopie électronique, ces anticorps ont
permis d’étudier ﬁnement son expression tissulaire et sa localisation subcellulaire. La
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CDSN est principalement exprimée dans les épithéliums malpighiens corniﬁés (épiderme
et épithélium du palais dur chez l’homme) et dans le follicule pileux (Figure 35). De plus,
elle est présente dans les corpuscules de Hassal (corpuscules thymiques), qui contiennent
des cellules épithéliales très similaires aux kératinocytes épidermiques diﬀérenciés. Elle
est absente des épithéliums non corniﬁés tels que le vagin, l’utérus et l’œsophage (Serre
et al., 1991; Gallinaro et al., 2004).
5.1.1 Localisation dans l’épiderme
Dans l’épiderme, la CDSN est exprimée progressivement au cours de la diﬀérenciation
des kératinocytes. Elle est synthétisée par les kératinocytes épineux les plus haut situés
et par les kératinocytes granuleux.
Par immunohistochimie, le marquage de la CDSN apparaît d’abord granulaire et cy-
toplasmique dans les assises cellulaires profondes de la couche granuleuse puis devient
péricellulaire dans les assises les plus hautes et ﬁnit par disparaître dans la couche cor-
née (Figure 35A). Au contraire, la CDSN persiste jusqu’aux cornéocytes desquamants
dans l’épiderme palmo-plantaire et l’épithélium du palais dur, et présente une distribu-
tion granulaire discontinue à la périphérie des cornéocytes. De façon similaire, la CDSN
est détectée de manière ponctiforme à la surface des cornéocytes isolés à partir de frottis
d’épithélium de palais dur ou d’épiderme.
Des analyses d’immunomicroscopie électronique ont permis de préciser sa localisation
ultrastructurale (Figure 35B-D). D’abord présente dans les kératinocytes épineux les plus
haut, elle est ensuite détectée dans les corps lamellaires des kératinocytes granuleux, et
est sécrétée dans l’espace intercellulaire par ces derniers. Elle est localisée au coeur des
desmosomes dans la partie haute de la couche granuleuse et persiste ensuite dans le coeur
des cornéodesmosomes de la couche cornée. De plus, la CDSN est détectée à la surface
d’enveloppes cornées puriﬁées à partir de couche cornée plantaire ou de peau de sein, au
niveau des zones focales correspondant aux cornéodesmosomes. Ainsi, elle ne serait pas
uniquement liée à l’enveloppe cornée via des ponts disulfures mais également grâce à des
liaisons covalentes. Toutefois, les partenaires moléculaires (lipides ou protéines) impliqués
dans ces liaisons et les enzymes qui en sont responsables demeurent inconnus. Comme
décrit dans le chapitre 3, les transglutaminases 1, 3 et 5, localisées dans le cytoplasme ou
ancrées à la face cytosolique de la membrane plasmique, sont responsables des liaisons
covalentes des précurseurs de l’enveloppe cornée dans le kératinocyte granuleux. Aucune
isoforme de transglutaminase n’a été décrite comme étant sécrétée dans l’espace extracel-
lulaire où la CDSN aurait pu être un substrat. Une étude relativement récente a montré
une colocalisation partielle de la CDSN avec la protéine LCE2 (de la famille LCE) dans la
couche granuleuse de peau humaine. Cependant, les études d’interaction protéine-protéine
entre la CDSN et des protéines LCE réalisées sur des kératinocytes primaires en culture
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n’ont pas permis d’établir de liaisons directes entre ces protéines (Bergboer et al., 2014).
Ainsi, à ce jour, aucun partenaire protéique ou lipidique n’a été identiﬁé pour la CDSN.
Figure 35 – Localisation de la CDSN dans l’épiderme et le follicule pileux
humains.(A) Localisation de la CDSN dans l’épiderme mammaire humain par immu-
noﬂuorescence indirecte. (B-D) L’analyse en immunomicroscopie électronique révèle la
présence de CDSN dans les corps lamellaires et la partie extracellulaire des desmosomes
(ﬂèche) des kératinocytes granuleux (B) ainsi que dans le coeur des cornéodesmosomes
de la couche cornée (C). La CDSN est également retrouvée liée aux enveloppes cornées
(D). (E-F) L’analyse par immunoﬂuorescence indirecte sur des coupes longitudinale (E)
et transversale (F) de follicules pileux humains, montre que l’expression de la CDSN est
restreinte aux trois compartiments de la gaine épithéliale interne : les gaines de Henle
(He) et Huxley (Hu) et la cuticule (cut) ; et à la medulla (med). Barres d’échelle = 50 μm
(A), 200 nm (B, C), 100 nm (D), 20 20 μm (E, F). En (A), les noyaux sont contre-colorés
au Toto-3 ; ligne pointillée : jonction dermo-épidermique. D’après (Jonca et al., 2010).
5.1.2 Localisation dans le follicule pileux
Au sein du follicule pileux, la CDSN est exprimée de façon asynchrone dans les trois
compartiments de la GEI, au fur et à mesure que les cellules suivent le processus de corni-
ﬁcation. Elle apparaît d’abord dans la gaine de Henle, puis dans la cuticule et ﬁnalement
dans la gaine de Huxley. Elle est également clairement détectée dans les cellules de la
medulla (Figure 35E-F) (Serre et al., 1991; Gallinaro et al., 2004).
104
  	
      
   
5.2 La cornéodesmosine : protéine aux propriétés adhé-
sives
5.2.1 Structure protéique de la CDSN humaine
Le clonage de l’ADNc codant la CDSN humaine a révélé que le gène CDSN est localisé
sur le chromosome 6, au niveau du locus PSORS1, le locus majeur de susceptibilité au
psoriasis. Il est composé uniquement de deux exons de 0,1 kb et 2,4 kb séparés par un
intron de 2,8 kb. L’ARNm code une protéine de 529 acides aminés (poids moléculaire
d’environ 52 kDa) ayant à son extrémité N-terminale un peptide signal (Figure 36) ce qui
est en accord avec sa localisation dans les corps lamellaires et dans l’espace extracellulaire
(Guerrin et al., 1998). En analysant la séquence primaire en acides aminés de la CDSN,
on trouve, en plus du peptide signal, de nombreux sites potentiels de phosphorylation
par plusieurs kinases (caséine kinase II...), ainsi qu’un site potentiel de N-glycosylation
sur l’asparagine en position 172 (Figure 36). L’utilisation d’anticorps anti-phosphosérine
a permis de montrer que la CDSN est en eﬀet phosphorylée sur des résidus sérine. De
plus, le traitement de la protéine avec la N-glycosidase induit une diminution de sa masse
moléculaire apparente de 5 kDa indiquant que la partie glucidique N-liée correspond à
10% de sa masse (Simon et al., 1997).
Figure 36 – Séquence protéique primaire de la CDSN humaine. La séquence
peptidique en rose correspond au peptide signal, en bleu les régions riches en glycine et
sérine et en vert le site potentiel de N-glycosylation.
5.2.2 Propriétés adhésives
La CDSN humaine présente la particularité d’être très riche en sérine, glycine et pro-
line, résidus qui constituent respectivement 27, 16 et 10% de ses acides aminés (Figure 36).
En particulier, deux domaines de la CDSN situés en N-terminal (acides aminés 65-171) et
C-terminal (acides aminés 370-450) sont riches en sérine et glycine. Ces domaines singu-
liers pourraient être organisés en boucles peptidiques souples appelées « boucles glycine »
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Figure 37 – Représentation schématique de la « boucle glycine » NH2-
terminale de la CDSN humaine. Les séquences riches en glycine (G) et en sérine (S)
(petits cercles) de la CDSN pourraient s’organiser en boucles souples grâce à l’interaction
entre les acides aminés aromatiques et aliphatiques (grands cercles) qui constitueraient
les pieds des boucles. Le site de N-glycosylation est représenté en vert. D’après (Guerrin
et al., 1998).
(Figure 37). Selon un modèle proposé par Peter Steinert, les acides aminés aromatiques
ou aliphatiques dispersés parmi des régions riches en glycine et serine pourraient interagir
entre eux et permettre la formation de « boucles glycine », l’ensemble étant éventuellement
stabilisé par des ponts disulfures. Des régions similaires formées de « boucles glycine » ont
été décrites dans d’autres protéines épidermiques comme la loricrine, et aux extrémités de
la plupart des kératines (Steinert et al., 1991). Les protéines présentant de telles structures
pourraient s’associer entre elles par des interactions faibles et se dissocier à la manière d’un
Velcro (Steinert et al., 1991). De telles interactions moléculaires semblent être essentielles
dans l’homéostasie épidermique puisque des mutations au niveau des « boucles glycine »
de la loricrine et des kératines sont responsables de plusieurs maladies cutanées humaines
comme certaines ichtyoses kératinopathiques (Sprecher et al., 2001) ou des kératodermies
palmo-plantaires (Terrinoni et al., 2000; Whittock et al., 2002).
Ces motifs « boucles glycine » présents dans la CDSN pourraient donc jouer un rôle
dans de possibles interactions homophiles (CDSN-CDSN). Cette hypothèse a été testée en
utilisant des lignées de ﬁbroblastes murins qui expriment une protéine chimère composée
de la CDSN humaine associée à des domaines transmembranaires et cytoplasmiques de
l’E-cadhérine murine. De cette manière, la CDSN humaine a été artiﬁciellement ancrée à
la surface des ﬁbroblastes et des tests d’agrégation ont pu être réalisés. Cette expérience a
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clairement démontré que la CDSN permettait l’agrégation des ﬁbroblastes entre eux. En
parallèle, des formes recombinantes de CDSN entières ou tronquées (en N-terminal) ont
été utilisées in vitro dans des tests d’interaction protéine-protéine sur membrane. Ces ex-
périences ont permis d’établir que la CDSN avait des propriétés d’adhérence homophile,
et que son domaine « boucle glycine » NH2-terminal était nécessaire pour l’interaction
(Jonca et al., 2002). Ces données ont été conﬁrmées et complétées par des travaux ulté-
rieurs. En eﬀet, d’autres tests in vitro d’interaction protéine-protéine sur membrane ont
permis de montrer que seul le domaine « boucle glycine » en N-terminal, et pas le domaine
C-terminal, était nécessaire et suﬃsant pour permettre une interaction homophile forte.
L’aﬃnité de liaison a été déterminée par résonnance plasmonique de surface. De l’ordre
du micromolaire, cette force d’interaction est compatible avec une association réversible
de la CDSN in vivo, adaptée aux propriétés de résistance et d’élasticité de l’épiderme. La
région centrale de la CDSN jouerait également un rôle important dans la stabilisation des
liaisons homophiles établies par le domaine « boucle glycine » NH2-terminal. Finalement,
des expériences de ﬁltration moléculaire ont montré que la CDSN était capable de former,
grâce à son domaine « boucle glycine » NH2-terminal, des complexes de haut poids molé-
culaires, correspondant à des homo-oligomères d’au moins 3 molécules de CDSN (Caubet
et al., 2004b). Ainsi, l’ensemble de ces expériences a permis de montrer que le domaine
« boucle glycine » NH2-terminal était responsable de l’oligomérisation de la CDSN et de
ses propriétés d’adhérence homophile.
5.3 La cornéodesmosine : protéine impliquée dans la
régulation de la desquamation
La CDSN extraite à partir des couches vivantes de l’épiderme humain apparaît avec
une masse moléculaire de 52-56 kDa alors qu’une forme moléculaire de 33 kDa est majo-
ritairement extraite à partir de couche cornée plantaire (Serre et al., 1991). La présence
de la CDSN dans le coeur des cornéodesmosomes et la démonstration in vitro de ses
propriétés adhésives suggèrent fortement que la CDSN contribue in vivo à la cohésion
intercornéocytraire. En conséquence, ces données supposent que la protéolyse progressive
de la CDSN est l’un des changements biochimiques majeurs permettant la desquamation.
Aﬁn de caractériser les étapes de protéolyse de la CDSN, un ensemble de sérums anti-
peptides (sérums A, B, C et D) et d’anticorps monoclonaux (G36-19 et F28-27), dirigés
contre six régions diﬀérentes de la CDSN, a été utilisé (Figure 38).
Des expériences d’immunoempreinte, d’immunohistochimie et d’immunomicroscopie
électronique ont permis de mettre en évidence que cette protéolyse débutait dans la couche
granuleuse. La première étape correspond à l’élimination des extrémités NH2- et COOH-
terminales de la forme de 52-56 kDa, ce qui conduit à l’apparition d’une forme de 46-
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Figure 38 – Représentation schématique de la protéolyse de la CDSN dans
l’épiderme. En haut représentation de la CDSN avec ses « boucles glycine », les épi-
topes reconnus par les anticorps monoclonaux G36-19 et F28-27 (carrés violets) et par les
antisérums A, B, C, D (carrés oranges). La structure de l’épiderme (schéma de gauche),
comprend la CDSN représentée en bleu. Au centre, analyses d’immunomicroscopie élec-
tronique sur coupes d’épiderme et schématisation de résultat d’immunoempreinte, avec
l’anticorps G36-19. A droite, schématisation de la protéolyse progressive de la CDSN avec
les épitopes reconnus par diﬀérents anticorps anti-CDSN. D’après (Moussie, 2010).
48kDa qui s’incorpore aux desmosomes et qui pourrait contribuer à leur transformation en
cornéodesmosomes. Les domaines « boucles glycine » précédemment décrits sont toujours
présents dans ce premier fragment de protéolyse. Plus tardivement, à la transition stratum
compactum/stratum disjunctum, le domaine « boucle glycine » situé en position NH2-
terminale est clivé, donnant naissance à un nouveau fragment protéique de 30-36 kDa.
L’apparition de ce fragment est en corrélation avec la diminution brutale de la cohésion
de la couche cornée à ce niveau. Enﬁn, un dernier fragment de CDSN d’environ 15 kDa,
correspondant principalement à la partie centrale de la protéine dépourvue du domaine
« boucle glycine » NH2-terminal et en partie de celui en COOH-terminal, est présent
à la surface des cornéocytes les plus superﬁciels qui ne sont plus cohésifs (Figure 38)
(Simon et al., 1997, 2001). Cette maturation protéolytique de la CDSN est due, pour
une grande partie, à l’activité des kallikréines KLK5 et KLK7. En eﬀet, comme énoncé
dans le chapitre 2, l’activité des protéases à sérine est primordiale pour le processus de
desquamation de la couche cornée et la CDSN a été montrée comme étant le substrat
préférentiel des KLK5 et KLK7 in vitro (Caubet et al., 2004a).
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5.4 La cornéodesmosine : protéine essentielle au main-
tien de l’intégrité épidermique
La démonstration que la CDSN est une protéine adhésive ainsi que les données mon-
trant que sa protéolyse est un prérequis à la desquamation ont amené les chercheurs à
supposer que la CDSN était cruciale pour la fonction cohésive des cornéodesmosomes.
L’analyse de souris inactivées pour le gène Cdsn a permis de vériﬁer cette hypothèse et de
clairement caractériser le rôle de la CDSN au sein de l’épiderme ainsi que dans le follicule
pileux.
5.4.1 La cornéodesmosine murine
Le gène Cdsn murin est localisé sur le chromosome 17 et présente une organisation
génomique similaire à celle du gène humain avec deux exons de 0,15 kb et 2,5 kb séparés
par un intron unique de 2,4 kb. Chez la souris, le gène Cdsn est exprimé tardivement au
cours de l’embryogenèse. Les ARN messagers Cdsn sont en eﬀet détectés à partir du stade
embryonnaire E16,5 et sont retrouvés très fortement exprimés à partir d’E18,5 (Gallinaro
et al., 2004). Cette expression tardive lors de l’embryogenèse est semblable à celle d’autres
marqueurs de la diﬀérenciation épidermique (Bazzi et al., 2007 ; Hardman et al., 1998).
La Cdsn murine est plus grande que la CDSN humaine. Elle compte 561 acides aminés
contre 529 chez l’homme. Les 2 protéines sont très homologues puisque leurs séquences
primaires en acides aminés présentent 70% d’identité et 77% d’homologie. Comme la
protéine humaine, la Cdsn murine est composée d’un peptide signal et, de régions riches
en glycine et sérine qui sont susceptibles de former les boucles glycine précédemment
décrites. Le domaine NH2-terminal de la Cdsn murine satisfait eﬀectivement tous les
critères décrits par Peter Steinert pour la formation des boucles glycine. Les séquences
riches en glycine et sérine pouvant s’organiser en boucles souples sont bien présentes dans
la séquence protéique de la Cdsn murine et on retrouve aussi les acides aminés aromatiques
(F, Y et W) et aliphatiques (G, A, V, L, I et P) qui pourraient former les pieds des boucles.
De plus, on retrouve au moins deux régions contigües avec un acide aminé aromatique en
pied de boucle (Figure 39). Toutefois, une légère diﬀérence est à noter par rapport à la
CDSN humaine puisque le domaine NH2-terminal est plus long chez la souris. De plus, la
Cdsn murine présente un site potentiel de N-glycosylation dans sa partie COOH-terminale
alors que celui de la CDSN humaine se situe dans le domaine NH2-terminal.
L’expression de la cornéodesmosine a été étudiée dans les tissus corniﬁés chez la souris
par immunohistologie et immunoempreinte à l’aide des anticorps monoclonaux anti-CDSN
humain produits au laboratoire, notamment l’anticorps F28-27 dont l’épitope est conservé
chez la Cdsn murine. La Cdsn murine a une expression similaire à celle de la protéine hu-
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Figure 39 – Représentation schématique de la boucle glycine NH2-terminale
potentielle de la Cdsn murine. D’après (Moussie, 2010).
maine. En eﬀet, elle est exprimée par les kératinocytes granuleux et est détectée dans
la couche cornée de l’épiderme ainsi que dans la gaine épithéliale interne et la medulla
du follicule pileux (Montézin et al., 1997; Gallinaro et al., 2004). Des expériences d’im-
munoempreintes ont également suggéré que la Cdsn pouvait être maturée par protéolyse
comme son homologue humain (Montézin et al., 1997). De plus, elle est exprimée par les
corpuscules de Hassal du thymus (Gallinaro et al., 2004).
Ainsi la Cdsn murine a une structure et une expression très similaire à la CDSN
humaine. En conséquence, les souris déﬁcientes pour le gène Cdsn représentent des bons
modèles pour mieux comprendre le rôle de cette protéine au sein de l’épiderme et du
follicule pileux.
5.4.2 Modèles de souris invalidés pour la Cdsn
5.4.2.1 Rôle de la Cdsn dans l’épiderme
En 2008, une équipe japonaise a publié un modèle murin inactivé pour la Cdsn, réalisé
par insertion d’une cassette LacZ-néomycine dans l’exon 1 du gène (Matsumoto et al.,
2008). Dans le même temps, l’équipe de l’UDEAR a développé un modèle KO Cdsn condi-
tionnel basé sur le système Cre-Lox. Dans ce modèle, l’expression de la Cre recombinase
a été placée sous le contrôle du promoteur humain codant KRT14 (kératine 14). De ce
fait, le gène Cdsn était spéciﬁquement et uniquement excisé dans l’épiderme et dans le
follicule pileux (Leclerc et al., 2009). Ces deux modèles de souris KO Cdsn présentent
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une létalité à la naissance et ont permis de conclure que la Cdsn était primordiale pour
l’intégrité de l’épiderme. En eﬀet, immédiatement après la naissance, les nouveau-nés KO
Cdsn montrent un grave trouble de la perméabilité épidermique (TEWL élevé, test de
pénétration de colorant positif) dû à un décollement de la couche cornée de l’abdomen
jusqu’aux extrémités. Ces souris meurent en moins d’une heure (Figure 40A). A l’inverse,
les nouveau-nés hétérozygotes ne développent pas de phénotype cutané, ce qui démontre
que l’excision du gène Cdsn sur un seul allèle n’a pas de conséquences. Assez surprenant,
des embryons KO Cdsn obtenus après césarienne au stade embryonnaire E18,5 ne sont
visuellement pas distinguables des embryons témoins (Figure 40B) (Leclerc et al., 2009).
Cependant, lorsqu’ils sont soumis à des contraintes mécaniques (manipulés ou mis en pré-
sence d’une mère adoptive pendant 1h), ils développent rapidement un phénotype cutané
très similaire à celui observé après naissance par voie naturelle (Figure 40C). Bien que la
forte baisse de résistance de la couche cornée soit une caractéristique intrinsèque causée
par la déﬁcience en Cdsn, ces travaux ont permis de conclure que le détachement de la
couche cornée conduisant à la létalité avait lieu uniquement sous des contraintes méca-
niques. L’analyse ultrastructurale de la peau du dos de souris KO Cdsn a conﬁrmé le
phénotype et a bien montré une rupture de cohésion de la couche cornée à l’interface avec
la couche granleuse sous-jacente (Figure 41) (Matsumoto et al., 2008; Leclerc et al., 2009).
L’organisation et l’épaisseur des couches granuleuse et cornée semblent similaires entre
souris KO Cdsn et souris témoins (Leclerc et al., 2009). En outre, des divergences sont à
noter entre le modèle de Matsumoto et al., et celui disponible au laboratoire UDEAR. Les
travaux de Leclerc et al. n’ont montré aucune diﬀérence entre souris témoins et KO au
niveau du nombre de cornéodesmosomes et de leur densité aux électrons, contrairement
aux travaux de Matsumoto et al., qui ont trouvé que les cornéodesmosomes des souris
KO Cdsn étaient moins denses aux électrons et beaucoup moins nombreux que ceux des
souris témoins. Ils vont jusqu’à conclure que la Cdsn est nécessaire à la formation des
cornéodesmosomes.
Aﬁn de suivre sur le long terme les conséquences de l’inactivation de la Cdsn, des greﬀes
de peau de nouveau-nés KO Cdsn sur souris nude ont été réalisées (Matsumoto et al.,
2008; Leclerc et al., 2009). En parallèle, le laboratoire UDEAR a développé un second
modèle murin KO Cdsn conditionnel dans lequel l’ablation du gène Cdsn est induite par
le tamoxifène (souris inductibles KO Cdsn). Dans ce modèle, la Cre recombinase placée
sous le contrôle du promoteur KRT14 n’est active et ne peut exciser le gène Cdsn qu’en
présence de tamoxifène. Ce modèle a permis d’obtenir des souris adultes ayant perdu
l’expression de la Cdsn spéciﬁquement dans l’épiderme (et le follicule pileux) et de suivre
le phénotype cutané sur plusieurs jours. L’épiderme déﬁcient en Cdsn (greﬀes ou souris
adultes) développe une acanthose et une hyperkératose dues à une hyperprolifération
des kératinocytes de la couche basale. Cependant, ces mécanismes compensatoires ne
permettent pas de restaurer la barrière épidermique ce qui compromet le pronostic vital
111
  	
      
   
Figure 40 – Phénotype cutané des souris KO Cdsn. (A) Suite à une naissance
naturelle, apparence des nouveau-nés sauvages (wild-type, WT), hétérozygote (HET) et
knock-out (KO). Les nouveau-nés KO Cdsn meurent en moins d’une heure après la nais-
sance et montrent un décollement de la couche cornée en particulier au niveau de l’abdo-
men, des pattes et du museau tandis que les nouveau-nés HET n’ont pas de phénotype.
(B) Apparence des souris WT, HET et KO après césarienne au stade embryonnaire E18.5.
Immédiatement après la césarienne, les embryons KO ne sont pas distinguables des em-
bryons HET et WT issus de la même portée. (C) Quand les embryons E18.5 sont laissés
à une mère adoptive pendant 1h, le phénotype cutané des embryons KO se développent
et ils meurent rapidement. Détails des pattes et du museau des embryons WT et KO.
D’après (Leclerc et al., 2009).
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Figure 41 – Anomalies ultrastructurales de l’épiderme des nouveau-nés KO
Cdsn. L’épiderme est prélevé sur la peau du dos. (A-B) A faible grossissement, la mor-
phologie des cellules à la jonction couches granuleuse/cornée ne présente pas d’anomalies
évidentes. G, G1, G2 : kératinocytes granuleux ; C1 à C9 : cornéocytes avec C1 adjacent à
la couche granuleuse et C9 proche de la surface de la peau. (C-H) Ultrastructure des des-
mosomes et cornéodesmosomes de l’épiderme des souris WT (C-E) et KO (F-H) observé
à fort grossissement. Les desmosomes réguliers dans la couche granuleuse (C, F), transi-
tionnels à l’interface couches granuleuse/cornée (D, G), et les cornéodesmosomes (ﬂèches
blanches) dans la couche cornée (E, H), montrent une morphologie classique dans l’épi-
derme WT et KO. (I, J) Le détachement de la couche cornée juste au dessus de la couche
granuleuse est fréquemment observé dans l’épiderme KO. Des desmosomes séparés (fen-
dus) isolés (I) ou adjacents (J) peuvent être observés. Le coeur dense aux électrons des
desmosomes transitionnels séparés reste liés au kératinocyte granuleux (ﬂèches noires)
tandis qu’une interruption de la ligne dense aux électrons correspondant à l’enveloppe
cornée est clairement visible à la surface du cornéocyte (ﬂèches blanches), à l’endroit où
étaient attachés les desmosomes. Barres d’échelle : A, B = 2 μm ; C-J = 0, 2 μm. D’après
(Leclerc et al., 2009).
113
  	
      
   
des souris KO Cdsn inductibles.
En conclusion, l’ensemble de ces travaux a clairement démontré que la Cdsn était indis-
pensable à la cohésion de la couche cornée et qu’elle conférait aux cornéodesmosomes leur
forte résistance, essentielle pour survivre dans un environnement terrestre où l’épiderme
est sans cesse soumis à des stress mécaniques.
5.4.2.2 Rôle de la Cdsn dans le follicule pileux
Ces modèles de souris KO Cdsn ont également permis de mieux caractériser le rôle de
la Cdsn dans le follicule pileux. Chez les nouveau-nés, les follicules pileux ont une mor-
phologie normale et sont en quantité comparable à ceux des souris témoins. Ceci a amené
à conclure dans un premier temps que la Cdsn ne jouait pas de rôle dans la morphogénèse
des follicules pileux. En revanche, dans les modèles de greﬀes et les souris inductibles KO
Cdsn, les follicules pileux présentent une morphologie altérée avec la formation de kystes
conduisant à leur dégénérescence progressive. Ces observations suggèrent que la Cdsn est
nécessaire au maintien de l’intégrité des follicules pileux.
Ainsi, la Cdsn joue un rôle vital in vivo dans la barrière épidermique et l’intégrité du
follicule pileux en empêchant une rupture des cornéodesmosomes.
5.5 Implications pathologiques de la cornéodesmo-
sine
5.5.1 Implication dans le psoriasis vulgaire ?
5.5.1.1 Déﬁnition et aspects cliniques
Le psoriasis vulgaire (OMIM 177900) est une pathologie cutanée inﬂammatoire chro-
nique fréquente. Elle aﬀecte plus de 2% de la population mondiale. Les patients atteints
de psoriasis vulgaire présentent des papules érythémateuses bien délimitées et des plaques
recouvertes le plus souvent de squames blanchâtres. Les endroits de prédilection sont les
faces d’extension des articulations des membres (en particulier les coudes et les genoux),
le cuir chevelu et les régions ombilicale et sacrée. Les atteintes peuvent rester locales ou
se généraliser avec le temps. Sur le plan histologique, la peau psoriasique se caractérise
par des anomalies de la fonction barrière de l’épiderme, une prolifération et une diﬀéren-
ciation anormales des kératinocytes, associées à un inﬁltrat épidermique et dermique en
polynucléaires neutrophiles, en lymphocytes T et en cellules dendritiques (Lowes et al.,
2007). Sur le plan épidémiologique, le psoriasis est retrouvé avec la même fréquence chez
les hommes et chez les femmes. La maladie peut se déclarer à tout âge, précocement ou
tardivement en fonction des patients. L’âge de la survenue de la maladie serait étroitement
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lié à des facteurs génétiques et environnementaux (Greb et al., 2016).
5.5.1.2 CDSN et psoriasis
Le gène CDSN est localisé dans le locus PSORS1, principal locus de susceptibilité
au psoriasis. De nombreux arguments, en lien avec le rôle de la CDSN dans les étapes
tardives de la diﬀérenciation épidermique, et plus particulièrement dans la cohésion de
la couche cornée, favorisent l’hypothèse que CDSN correspond au gène PSORS1 de sus-
ceptibilité du locus. Des analyses ultrastructurales de peaux psoriasiques ont montré que
les desmosomes n’étaient pas complètement transformés en cornéodesmosomes à la tran-
sition couche granuleuse/couche cornée, mais seraient plutôt dans un état intermédiaire
(Vičanová et al., 1996). De plus, il existe un marquage accru de la CDSN dans l’épiderme
psoriasique et la sécrétion prématurée de cette dernière dans le haut de la couche épi-
neuse est une caractéristique spéciﬁque de cette pathologie en comparaison à d’autres
maladies hyperkératosiques (Allen et al., 2001). Enﬁn, la persistance de la forme entière
de CDSN et d’autres protéines cornéodesmosomales dans le haut de la couche cornée de
peaux lésionnelles psoriasiques a été décrite (Simon et al., 2008).
Au niveau génétique, plusieurs études rapportent une forte association de certains al-
lèles CDSN avec la susceptibilité au psoriasis (Capon et al., 1999). Au laboratoire, des
tests de protéolyse in vitro de CDSN recombinantes, correspondant à diﬀérents haplo-
types du gène associés ou non au psoriasis, ont été réalisés. Bien que certains haplotypes
conduisent à une modiﬁcation de protéolyse de la protéine codée, aucune corrélation gé-
notype/phénotype permettant d’établir un lien direct entre une protéolyse modiﬁée et la
susceptibilité à la maladie n’a été mise en évidence.
Enﬁn, le locus PSORS1 s’étend sur une région d’environ 300 kb qui contient, outre le
gène CDSN, au moins 10 autres gènes incluant HLA-C. Il existe un fort déséquilibre de
liaison dans cette région, et de nombreuses études génétiques conduisent à des résultats
souvent contradictoires quant à l’identité exacte du gène PSORS1, HLA-C et CDSN
demeurant les plus fortement liés à la susceptibilité à la maladie. Il semblerait toutefois,
d’après une étude menée sur de très larges cohortes et incluant l’analyse de chromosomes
ancestraux, que ce soit l’allèle HLA-C*6 qui corresponde à l’allèle de susceptibilité au
psoriasis, au détriment d’allèles CDSN (Nair et al., 2006).
5.5.2 Implication dans des génodermatoses
5.5.2.1 L’hypotrichose simple du cuir chevelu
La première maladie monogénique décrite comme étant la résultante de mutations
dans le gène CDSN est l’hypotrichose simple du cuir chevelu (HSS, OMIM 146520). Il
s’agit d’une génotrichose autosomique dominante rare, due à des mutations hétérozygotes
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non-sens du gène CDSN. Elle se caractérise par une atteinte des cheveux associée à une
alopécie. Généralement, les individus aﬀectés par cette génodermatose présentent des che-
veux normaux à la naissance puis, de 5 à 10 ans, la croissance du cheveu est retardée.
Une perte progressive et exclusive des cheveux commence à l’adolescence et s’avère qua-
siment complète avant les 30 ans. Tous les autres poils du corps (barbe, sourcils...) sont
préservés (Levy-Nissenbaum et al., 2003). Aucune atteinte épidermique n’est décrite chez
ces patients ce qui est assez surprenant étant donné le rôle attribuée à la CDSN au sein
de l’épiderme.
Quatre mutations non-sens diﬀérentes dans le gène CDSN ont été répertoriées dans 5
familles d’Israël, du Danemark, du Mexique et de Chine (Levy-Nissenbaum et al., 2003;
Davalos et al., 2005; Huang et al., 2012; Yang et al., 2014). Ces mutations entrainent
l’expression d’une forme tronquée de la CDSN, correspondant principalement à son do-
maine en boucles glycine à l’extrémité N-terminale. Grâce à un anticorps reconnaissant
ce domaine, ces formes mutées ont été retrouvées sous forme d’agrégats dans le derme
superﬁciel du cuir chevelu des patients et à la périphérie des follicules pileux résiduels.
Ces agrégats ne sont pas associées à d’autres protéines épithéliales telles que la proﬁ-
laggrine, l’involucrine ou certaines kératines, ce qui suppose que la CDSN tronquée est
bien l’unique protéine qui forme ces amas dermiques. En 2010, des travaux menés au
laboratoire ont clairement démontré que l’HSS était une nouvelle forme d’amyloïdose
(Caubet et al., 2010). Les amyloïdoses désignent un groupe de pathologies rares carac-
térisées par la présence d’agrégats de protéines insolubles dans les tissus ; la présence de
ﬁbrilles amyloïdes est un critère de reconnaissance de ces pathologies (Stefani, 2004). Sur
des coupes de peaux de patients atteints d’HSS, des agrégats de CDSN mutée présentent
une aﬃnité pour les colorants des ﬁbrilles amyloïdes (Rouge Congo et Thioﬂavine T).
De plus, ces agrégats sont associés à la protéine SAP, une protéine qui co-localise avec
les plaques amyloïdes indépendamment de leur nature. En accord avec ces observations,
des analyses de microscopie électronique de biopsies de peau d’un patient atteint d’HSS
ont montré la présence d’agrégats nodulaires de ﬁbrilles avec un diamètre de 7 à 9 nm
sous la membrane basale et plus profondément dans le derme papillaire. Par ailleurs, les
formes recombinantes de CDSN tronquée retrouvées chez les patients HSS ainsi que le
domaine riche en glycine/serine N-terminal seul, s’assemblent in vitro en structures oligo-
mériques annulaires et en ﬁbrilles amyloïdes. Enﬁn, les formes annulaires de CDSN mutée
mais pas les formes ﬁbrillaires, se sont avérées toxiques pour des kératinocytes humains
en culture primaire (Caubet et al., 2010). Ainsi, l’HSS appartient au groupe des amy-
loïdoses humaines. Les formes tronquées de la CDSN seraient toxiques pour les follicules
pileux, formeraient des agrégats dans le derme, et seraient responsables de l’alopécie qui
caractérise les patients atteints de ces génodermatoses.
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5.5.2.2 Le « Peeling Skin Disease »
En 2010, pour la première fois, un groupe allemand a identiﬁé une mutation homozy-
gote non-sens dans le gène CDSN chez des patients atteints du « Peeling Skin Disease »
(Oji et al., 2010a). Depuis, d’autres mutations dans le gène CDSN ont été répertoriées
dans d’autres cas de PSD, conﬁrmant que la CDSN est impliquée dans cette génoderma-
tose. Cette pathologie, sur laquelle repose mon travail de thèse, est détaillée dans la partie
suivante.
5.6 Le « Peeling Skin Disease »
5.6.1 Déﬁnition et aspects cliniques
Le « Peeling Skin Disease » ou « Peeling Skin Syndrome » de type B (PSD ou PSS de
type B ; OMIM 270300), littéralement syndrome de la peau qui pèle, est une ichtyose rare
inﬂammatoire généralisée qui se caractérise par une desquamation continue et excessive
de la couche cornée (Figure 42). Cette génodermatose se transmet selon un mode auto-
somique récessif et doit être distinguée de deux autres formes de PSS. La forme acrale
(OMIM609796), due à des mutations dans les gènes TGM5 et CSTA, caractérisée par une
desquamation anormale restreinte aux extrémités des membres (Tableau 4) ; et une forme
généralisée non inﬂammatoire, le PSS de type A (OMIM616265), due à des mutations
du gène CHST8 et se caractérisant par une desquamation de la peau faite de squames
blanches généralisées, indolore, et superﬁcielle.
Le PSD se manifeste dès la naissance sous la forme d’une érythrodermie ichtyosiforme
(rougeurs) associée à une exfoliation excessive visible par la présence de larges squames sur
l’ensemble du corps (Figure 42). La couche cornée des patients s’arrache très facilement
faisant place à des plaques érythémateuses qui guérissent après quelques jours, puis qui
desquament à nouveau. Ils présentent donc à la surface de leur peau des zones érodées
(sans couche cornée) et des zones non érodées où la couche cornée est encore présente
(Figure 42C) (Oji et al., 2010a; Igawa et al., 2013). Ces atteintes cutanées s’accompagnent
d’un grave trouble de la barrière épidermique.
Secondairement à ces lésions épidermiques, les patients développent des manifestations
atopiques et souﬀrent d’un prurit sévère et insomniant. Certains d’entre eux présentent
également un retard de croissance, des périodes de surinfection fréquente à Staphylocoque
doré (Staphylococcus aureus) notamment au cours de l’enfance, ainsi que des épisodes ré-
pétés d’urticaire et d’asthme. En outre, la plupart des patients présentent des allergies
alimentaires (poisson, noix, cacahuète, lait...) ; d’ailleurs tous les patients montrent un
taux élevé d’IgE sériques. Cette sensibilité accrue aux infections et aux allergènes est
très probablement due au trouble de la barrière épidermique. Enﬁn, selon certains pa-
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Figure 42 – Aspects cliniques de la peau des patients atteints de PSD. (A)
Aspect ichtyosiforme de la peau avec érythème et squames blanches à la naissance et
plus tard à l’âge adulte (P1 à P3). D’après (Oji et al., 2010a). (B) Aspect clinique d’un
patient PSD à l’âge adulte avec squames et érythème généralisées à l’ensemble du corps.
D’après (Valentin et al., 2015). (C) Plaques érythémateuses chez un bébé de 10 mois
atteint de PSD. On distingue bien les zones où la peau est érodée (ZE) des zones non
érodées (ZNE). D’après (Telem et al., 2012). (D) Exfoliation de la peau avec rougeur et
érosion superﬁcielle chez un enfant PSD âgé de 3 ans. D’après (Ishida-Yamamoto et al.,
2014).
tients, le phénotype peut-être variable en fonction des saisons, les lésions cutanées et les
démangeaisons s’aggravent par temps chaud et humide.
Les cheveux et les ongles ne semblent pas atteints même si chez certains patients les
cheveux paraissent plus ﬁns et plus fragiles avec une facilité à se détacher du cuir chevelu.
De plus, les régions palmo-plantaires peuvent être aﬀectées, dans certains cas la paume
des mains présente une hyperlinéarité et une hyperhydrose (qui peut également toucher la
plante des pieds). Cette maladie persiste tout au long de la vie et représente un handicap
social important du fait de l’aspect aﬃchant (perte continue de squames) et du prurit
permanent souvent insomniant (Oji et al., 2010a; Israeli et al., 2011a; Mazereeuw-Hautier
et al., 2011; Telem et al., 2012; Mallet et al., 2013; Wada et al., 2014a; Teye et al., 2014;
Ishida-Yamamoto et al., 2014; Valentin et al., 2015; Teye et al., 2016).
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5.6.2 Mutations du gène CDSN
En 2010, le substratum génétique du PSD a été identiﬁé dans une famille consanguine
allemande, originaire de Roumanie (Oji et al., 2010a). Une mutation homozygote non-sens
dans le gène CDSN a été identiﬁée dans une fratrie de 4 personnes. A ce jour, 6 mutations
non-sens ont été décrites chez 9 patients originaires d’Europe, d’Afrique du Nord et du
Moyen-Orient (Figure 43). Plus récemment, des délétions homozygotes de 20 à 60 kb
dans la région 6p21.3, incluant le gène CDSN, ont été identiﬁées chez des patients PSD
originaires du Japon (Tableau 6). L’identiﬁcation du gène responsable du PSD a permis
de clairement distinguer cette pathologie du syndrome de Netherton avec lequel elle était
souvent confondue (Traupe, 1989; Schneider et al., 2000; Sárdy et al., 2002). La partie
5.6.4 détaille le syndrome de Netherton.
Chez les patients PSD, ces mutations ou délétions entrainent une absence totale de
la CDSN dans l’épiderme sauf pour un cas décrit par notre laboratoire, où la mutation
homozygote p.Gly142X entraine l’expression d’une protéine tronquée d’environ 16 kDa
(Mallet et al., 2013). Cette forme mutée présente une localisation épidermique normale
mais possède un domaine en boucles glycine NH2-terminal interrompu, ce qui pourrait
conduire à une perte de fonctionnalité de la protéine. De plus, elle est 20 fois moins
abondante que la CDSN sauvage présente dans une peau témoin, il n’est pas exclu que
la protéine soit toujours fonctionnelle mais en quantité insuﬃsante pour pouvoir remplir
pleinement son rôle dans la cohésion intercornéocytaire.
Figure 43 – Positions des mutations du gène CDSN responsables du PSD.
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Tableau 6 – Les mutations du gène CDSN impliquées dans le PSD
Mutations Expression de
CDSN
Aspect de l’épiderme Patients Références
c.175A
(p.Lys59X)
Absente* Acanthose, hyperkératose, déta-
chement de la CC à l’interface
avec la CG
4 (Oji et al.,2010a)
c.746delG
(p.Gly249ValfsX40)
Pas explorée Acanthose, hyperkératose modé-
rée, détachement de la CC à l’in-
terface avec la CG et séparation
intra-cornée
1 (Israeli et al.,2011b)
c.754delC
(p.Pro252LeufsX37)
Absente Acanthose, hyperkératose, déta-








Absente* Acanthose, hyperkératose, déta-
chement de la CC à l’interface
avec la CG





Hyperkératose et acanthose pso-
riasiforme
1 (Mallet et al.,2013)
Délétion en 6p21.3
comprenant le
gène CDSN (59,1 kb)
Absente Acanthose, hyperkératose, déta-
chement de la CC à l’interface
avec la CG
1 (Wada et al.,2014a)
Délétion en 6p21.3
comprenant le
gène CDSN (59,1 kb)
Absente Acanthose, hyperkératose, déta-
chement de la CC à l’interface
avec la CG
1 (Teye et al.,2014)
Délétion en 6p21.3
comprenant le
gène CDSN (23 kb)
Absente Acanthose, hyperkératose, déta-











Absence Hyperkératose et acanthose, CC
très exfoliative
1 (Valentin et al.,2015)
Large délétion en
6p21.3 comprenant le
gène CDSN (59,1 kb)
Pas explorée Acanthose, absence de CC 2 (Teye et al.,2016)
CG : couche granuleuse ; CC : couche cornée. * : anticorps utilisés (épitopes certainement
en aval des mutations).
5.6.3 Histologie de la peau des patients PSD et analyse
ultrastructurale
Sur le plan histologique, l’épiderme des patients atteints de PSD se caractérise par un
décollement de la couche cornée, spéciﬁquement à l’interface entre la couche granuleuse
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Figure 44 – Aspects histologiques de la peau des patients atteints de PSD.(A)
Coloration hematoxyline/éosine de la peau de deux patients PSD. L’histologie montre
une acanthose, une hyperkératose et le détachement de la couche cornée à l’interface avec
la couche granuleuse. D’après (Oji et al., 2010a; Ishida-Yamamoto et al., 2014). (B) Ana-
lyse ultrastructurale de l’épiderme de trois patients PSD. L’analyse ultrastructurale des
épidermes PSD montre une faible cohésion intercornéocytaire et des cornéodesmosomes
scindés en deux. SG : stratum granulosum ; SC : straum corneum. D’après (Oji et al.,
2010a; Ishida-Yamamoto et al., 2014; Valentin et al., 2015).
et la couche cornée (Oji et al., 2010a; Israeli et al., 2011a; Mazereeuw-Hautier et al., 2011;
Telem et al., 2012; Wada et al., 2014a; Teye et al., 2014; Ishida-Yamamoto et al., 2014;
Valentin et al., 2015; Teye et al., 2016). De plus, l’épiderme présente une hyperkératose
et une acanthose, résultant d’une hyperprolifération de la couche basale (Figure 44A)
(Ishida-Yamamoto et al., 2014).
Un inﬁltrat inﬂammatoire en polynucléaires est également remarqué dans le derme des
patients PSD (Israeli et al., 2011a; Mazereeuw-Hautier et al., 2011; Telem et al., 2012;
Mallet et al., 2013; Wada et al., 2014a; Valentin et al., 2015). L’analyse ultrastructurale
de la peau PSD a été réalisée chez quelques patients et conﬁrme le décollement de toute la
couche cornée directement à l’interface avec la couche granuleuse (Oji et al., 2010a; Ishida-
Yamamoto et al., 2014; Valentin et al., 2015). De plus, l’acanthose et l’hyperkératose sont
bien visibles. La couche cornée apparait également ﬁssurée révélant une faible cohésion
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intercornéocytaire. Les cornéodesmosomes semblent présents mais le coeur desmosomal
est moins dense aux électrons (Figure 44B). L’apparent détachement de la couche cornée
et sa faible cohésion suggèrent que les cornéodesmosomes ne sont plus fonctionnels.
5.6.4 Physiopathologie
La physiopathologie du PSD est encore mal connue. La perte d’expression de la CDSN
entraine le décollement du stratum corneum et conduit à une rupture de la barrière épi-
dermique. Ce défaut engendre à son tour érythème, atopie et prurit, par des mécanismes
physiopathologiques non élucidés. Quelques études réalisées sur des biopsies de peaux de
patients PSD ont analysé l’expression de marqueurs de la diﬀérenciation épidermique.
L’expression des protéines K1, K10, DSG1, DSC1 et TGM5 ne semble pas modiﬁée dans
l’épiderme des patients PSD par rapport à un épiderme témoin. Par contre, l’immunomar-
quage de LOR, FLG, INV, et K2 est étendue à plus d’assises cellulaires et parait être plus
intense dans un épiderme PSD que dans un épiderme sain (Oji et al., 2010a; Mazereeuw-
Hautier et al., 2011; Ishida-Yamamoto et al., 2014). L’augmentation d’expression de ces
marqueurs tardifs de la diﬀérenciation épidermique reﬂète probablement la réponse ho-
méostasique qui se met en place suite au stress épidermique et à l’inﬂammation.
Par ailleurs, étant donné que les patients PSD développent de l’eczéma, l’expression
de certaines cytokines de type Th2 connues pour être induites dans la dermatite atopique
a été étudiée chez quelques individus atteints de PSD. Les cytokines TSLP et IL-13 sont
augmentées dans la peau d’une patiente tandis que les cytokines de type Th1 (IFN-γ) et
Th17 (IL-17A, IL-22, IL-23, IL-26) sont faiblement exprimées (Mallet et al., 2013). Une
autre étude a également montré par marquage immunohistochimique une augmentation
de l’expression de TSLP dans la peau d’une autre patiente PSD (Wada et al., 2014b).
L’expression de l’IL-1β, une cytokine connue pour jouer un rôle centrale dans les réponses
inﬂammatoires, n’est pas augmentée (Mallet et al., 2013). Toutefois, une légère augmenta-
tion de la caspase-1 (une caspase pro-inﬂammatoire de l’inﬂammasome capable d’activer
la pro-IL-1β en IL-1β) et de l’IL-18 (une cytokine de la famille IL-1 très proche de l’IL-1β)
(Dinarello, 2006) a été décrite chez un autre patient (Valentin et al., 2015). L’ensemble
de ces données suppose que l’activation de l’inﬂammasome participerait à l’inﬂammation
dans le PSD et la principale réponse inﬂammatoire qui se met en place semble être une
réponse de type Th2.
5.6.4.1 Similarités cliniques du PSD avec deux autres ichtyoses inﬂamma-
toires
Il existe d’autres ichtyoses qui présentent des similarités avec le PSD comme le syn-
drome de Netherton (SN) et le syndrome SAM («Skin dermatitis, multiple severe Allergies,
and Metabolic wasting »). Le SN est une ichtyose due à des mutations du gène SPINK5,
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qui code LEKTI, un inhibiteur des kallikréines (Cf Chapitre 2, paragraphe 2.3.4.3) (Cha-
vanas et al., 2000). Les patients atteints du SN présentent des squames généralisées, des
rougeurs, développent des manifestations atopiques et un prurit, et ont un taux élevé d’IgE
dans le sang. Par contre, à la diﬀérence du PSD, les cheveux et les poils des patients SN
présentent très souvent des anomalies de croissance et de structure avec une morphologie
caractéristique du cheveu « en bambou ». Ce dernier critère peut être variable d’un indi-
vidu à l’autre, certains patients peuvent avoir des cheveux avec une apparence normale
(Hovnanian, 2013). Chez la majorité des patients SN, LEKTI est absente de l’épiderme (et
du follicule pileux) ce qui entraine une desquamation anormale et excessive. En eﬀet, cette
déﬁcience en LEKTI est associée à une augmentation d’expression et d’activité de KLK5.
Comme nous l’avons vu dans le chapitre 2, KLK5 permet l’activation de la cascade des
kallikréines et est capable de cliver les protéines desmosomales, ce qui permet, en condi-
tions physiologiques, l’exfoliation des cornéocytes les plus superﬁciels. Dans le SN, KLK5
est constamment activée et le stratum corneum se détache à l’interface avec la couche
granuleuse (Hovnanian, 2013). Le syndrome SAM n’a été décrit que très récemment. Les
rares patients décrits dans la littérature présentent une perte d’expression ou de fonction-
nalité de DSG1 ou de DSP, ce qui conduit à des desmosomes anormaux et à une perte
d’adhérence interkératinocytaire, entrainant de ce fait un détachement intraépidermique
au niveau des couches épineuse et granuleuse (Samuelov et al., 2013).
Ainsi, le PSD, le SN et le syndrome SAM aﬀectent tous les trois la cohésion intercel-
lulaire, soit par défaut des structures jonctionnelles (desmosomes et cornéodesmosomes
dans le syndrome SAM et le PSD), soit par rupture prématurée des cornéodesmosomes
(SN). Il n’est pas étonnant de retrouver des manifestations cliniques communes à ces
trois pathologies à savoir : une érythrodermie ichtyosiforme qui apparait dès la naissance,
un détachement intraépidermique au niveau des couches épineuse et granuleuse ou une
séparation à l’interface couche granuleuse/couche cornée et des manifestations atopiques
(Figure 45). Le Tableau 7 résume les aspects cliniques, histologiques et pathogénétiques
de ces trois ichtyoses inﬂammatoires.
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Figure 45 – Aspects cliniques communs aux PSD, SN et syndrome SAM.
D’après (Samuelov and Sprecher, 2014).
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Tableau 7 – Aspects cliniques, histopathologiques et pathogénétiques du PSD, du SN





Transmission AR AR AR
Gène CDSN SPINK5 DSG1, DSP























































dans le derme, cor-
néodesmosmes scindés
entre les kératino-
























PAR2, NF-κB et des
cytokines Th2 (TSLP,
IL-4, IL-5, IL-13 et
TNF-α)
Sur-expression de cyto-
kines Th2 (TSLP, IL-5,
TNF-α)
AR : autosomique récessive ; CDSN : cornéodesmosine ; DSG1 : desmogléine 1 ; DSP :
desmoplakine ; LEKTI : Lympho-epithelial Kazal-type-related inhibitor ; CG : couche
granuleuse ; CC : couche cornée. D’après (Samuelov and Sprecher, 2014).
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5.6.4.2 Vers des mécanismes physiopathologiques communs ?
Ces trois ichtyoses se caractérisent par un trouble apparent de la desquamation et par
des réponses inﬂammatoires semblables ce qui suggère la mise en place de mécanismes
physiopathologiques en commun (Tableau 7). A l’instar du PSD, une augmentation de
l’expression de TSLP a été décrite dans l’épiderme de quelques cas de SN (Briot et al.,
2009). De plus, la culture primaire de kératinocytes provenant d’épiderme de patients
atteints de SN a révélé une sur-expression au niveau transcriptionnel de cytokines inﬂam-
matoires telles que TSLP, ICAM-1 (molécule d’adhérence intercellulaire), IL-8, TNF-α,
TARC (« thymus and activation-regulated chemokine ») et MDC (« macrophage-derived
chemokine ») (Briot et al., 2009). Une autre étude a également montré une augmenta-
tion de l’activité de la caspase-1 dans la couche cornée de deux patients SN ainsi qu’une
augmentation du niveau d’IL-18 dans leur sérum (Hosomi et al., 2008). Concernant le syn-
drome SAM, l’analyse de l’expression de cytokines dans des kératinocytes isolés à partir
de peaux de patients a révélé une sur-expression de TSLP, d’IL-5 et de TNF-α (Samuelov
et al., 2013).
Le développement de modèles murins et de modèles cellulaires in vitro du SN a permis
de montrer que KLK5 jouait un rôle central dans la desquamation et dans l’inﬂammation
notamment via l’axe inﬂammatoire PAR2-TSLP. En eﬀet, des souris invalidées pour le
gène Spink5 présentent dès la naissance des squames dues à un détachement du stratum
corneum et meurent en quelques heures de déshydratation (Tableau 5). La diﬀérencia-
tion épidermique est anormale (hyperkératinisation, persistance des noyaux et des corps
lamellaires dans la couche cornée). Une analyse approfondie du phénotype épidermique
a montré une activité protéolytique signiﬁcativement augmentée principalement de Klk5
mais également de Klk7 et de l’élastase-2 (Ela2) (Descargues et al., 2005). Ces résultats
ont montré que Klk5, Klk7 et Ela2 étaient des cibles de Lekti et que la perte d’expression
de cette dernière avaient des conséquences sur l’homéostasie épidermique en particulier
sur la desquamation et la diﬀérenciation épidermique.
En parallèle, l’inﬂammation a également été étudiée dans ce modèle. L’épiderme d’em-
bryons KO Spink5 (stade embryonnaire E19,5) montre une augmentation et une locali-
sation périnucléaire de Par2 (Briot et al., 2009). Le devenir sur le long terme de la peau
déﬁciente en Lekti (greﬀes de peaux de nouveau-nés KO Spink5 sur souris nude) a conﬁrmé
une augmentation de l’activité de type trypsine. Plus important encore, ces peaux greﬀées
KO Spink5 développent une inﬂammation caractérisée par une augmentation d’Il1-β, de
Par2, d’Icam-1 et de Tslp. In vitro, la stimulation (environ 3h) de kératinocytes humains
normaux en prolifération avec de la KLK5 activée induit l’expression de certaines cyto-
kines inﬂammatoires telles que TSLP, IL-8, TNF-α et d’ICAM-1. De plus, l’inhibition
de l’expression de PAR2 dans ces mêmes kératinocytes stimulés avec KLK5 réprime cet
eﬀet. Enﬁn, comme énoncé précédemment, des kératinocytes issus de peaux de patients
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SN, mis en culture, présentent une sur-expression au niveau transcriptionnel d’ICAM-1,
d’IL-8, de TNF-α et des médiateurs pro-allergiques tels que TSLP, TARC et MDC. A
l’inverse, l’inhibition de l’expression de KLK5 dans ces kératinocytes diminue l’expression
de ces cytokines (Briot et al., 2009).
L’ensemble de ces travaux a ainsi clairement démontré que la déﬁcience en LEKTI
induisait une inﬂammation cutanée sévère et un environnement pro-allergique via l’axe
KLK5-PAR2-TSLP (Briot et al., 2009). Ces données ont été renforcées d’une part, par le
développement de souris double KO Spink5/Par2 dans lesquelles la perte d’expression de
Par2 inhibe l’expression de Tslp (Briot et al., 2010) et d’autre part, par l’élaboration de
souris transgéniques KLK5 (sur-expression de KLK5 spéciﬁquement dans l’épiderme) qui
miment les manifestations cutanées et inﬂammatoires (allergies et prurit) du SN (Furio
et al., 2014). Enﬁn, le développement d’un modèle de souris double KO Klk5/Spink5 a
permis de montrer à quel point la KLK5 était centrale dans la desquamation et l’inﬂam-
mation. La perte de Klk5 chez des souris nouveau-nés déﬁcientes pour Lekti annule la
létalité néonatale, le défaut de barrière épidermique (baisse de l’activité protéolytique,
desmosomes et cornéodesmosomes intacts) et l’induction de l’inﬂammation cutanée (ab-
sence de sur-expression d’Il-1β et de Tslp) (Furio et al., 2015).
Ainsi, un double mécanisme physiopathologique a été proposé pour le SN. La déﬁ-
cience en LEKTI entraine une hyperactivité de KLK5. L’activité dérégulée de KLK5 a
des conséquences sur le processus de desquamation et la perméabilité épidermique. En pa-
rallèle, KLK5 initierait des cascades pro-inﬂammatoires et pro-allergiques via l’activation
de PAR2 et de la voie NF-κB (Figure 46). KLK5 pourrait également induire des voies
inﬂammatoires en activant KLK7, qui serait à son tour capable de cliver la pro-Il-1β en
Il-1β (Hovnanian, 2013).
Etant donné les similarités cliniques du PSD avec le SN, nous pourrions imaginer que
des mécanismes similaires se mettent en place dans le PSD avec pour acteur moléculaire
central la KLK5. Encore très peu de travaux ont permis de vériﬁer cette hypothèse. Un
seul groupe a étudié en détail l’expression de KLK5 et d’autres membres de la famille
kallikréine dans l’épiderme de patients PSD. Ils ont détecté une forte concentration en
kallikréines, en particulier les KLKs 5, 6, 7, 8, 10, 11 et 13, dans la couche cornée de deux
patients PSD (Komatsu et al., 2006a). De plus, le marquage de KLK5 dans un modèle de
peaux reconstruites du PSD (réalisés à partir de kératinocytes de patients) est étendu à
plus d’assises cellulaires que dans une peau reconstruite témoin (Oji et al., 2010a).
A l’image du SN, ces travaux ouvrent la question du rôle que pourrait avoir la KLK5
dans le PSD. Est-elle également un acteur majeur dans la physiopathologie de cette ich-
tyose inﬂammatoire ? Quels sont les autres acteurs moléculaires potentiels qui pourraient
être impliqués dans la desquamation excessive et dans l’inﬂammation ? Quelles sont les
voies inﬂammatoires induites ? Comment pourrions-nous expliquer le prurit et les allergies
alimentaires retrouvés chez les patients PSD? Quelles thérapies pourrions-nous proposer
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Figure 46 – Implication physiopathologique de KLK5 dans le SN.D’après (Briot
et al., 2009).
pour améliorer le quotidien des patients PSD? Je tenterai de répondre à ces questions à
travers ce travail de thèse.
128
II
OBJECTIFS DE LA THESE
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Lorsque ce travail de thèse a débuté, aucune étude détaillée n’avait été réalisée sur les
mécanismes physiopathologiques impliqués dans le PSD. Le facteur déclenchant, l’absence
de CDSN dans l’épiderme, entraine le décollement de la couche cornée et conduit à une
rupture de la barrière épidermique. Ce défaut de barrière déclenche à son tour érythème,
atopie et prurit, par des mécanismes non élucidés.
D’un point de vue clinique, dans le PSD, il y a donc un évènement initial, qui induit
un trouble de la barrière épidermique. Le défaut génétique étant persistant, le trouble de
barrière épidermique devient alors chronique.
Ce sont ces deux phases de la pathologie, précoce et chronique, que j’ai souhaité repro-
duire et étudier grâce aux deux modèles de souris KO Cdsn épidermiques du laboratoire.
Le stade précoce qui caractérise les événements immédiats déclenchés par le décollement
de la couche cornée a été étudié grâce aux embryons E18,5 KO Cdsn nommés Cdsnep−/−.
Le stade chronique qui correspond au trouble persistant de la perméabilité épidermique
a été étudié grâce aux souris adultes inductibles KO Cdsn nommées Cdsniep−/−.
L’objectif de ma thèse était d’étudier et de comparer ces deux phases de la
pathologie, précoce et chronique, et de décrypter les mécanismes moléculaires
respectivement induits.
Il est décliné en plusieurs points :
1) Développer un modèle de souris viables du PSD : mise au point du traitement au
tamoxifène pour induire une perte d’expression de la Cdsn dans l’épiderme des souris
Cdsniep−/−
2) Etudier et comparer les réponses moléculaires induites dans la peau des deux mo-
dèles murins KO Cdsn
3) Valider les résultats obtenus dans la peau de patients PSD





ARTICLE 1 - Démarche
expérimentale
Obtention des souris Cdsnep−/− et Cdsniep−/− : le système Cre-Lox
Les deux modèles de souris KO Cdsn utilisés dans cette étude reposent sur le système
Cre-Lox et la capacité de l’enzyme Cre recombinase à couper l’ADN au niveau de sites
LoxP. L’invalidation du gène Cdsn spéciﬁquement dans l’épiderme est obtenue grâce à
l’utilisation de la Cre recombinase dont la séquence génétique a été placée sous le contrôle
du promoteur humain kératine 14 (KRT14) et grâce à l’encadrement du gène Cdsn par
des sites LoxP (Figure 47). Une telle construction génétique conduit à l’expression de
la Cre recombinase dans la couche basale de l’épiderme et permet ainsi d’invalider le
gène Cdsn dans l’épiderme entier puisque les kératinocytes diﬀérenciés dérivent tous de
la couche basale. Dans l’un de nos modèles, la CreERT2 est utilisée. Il s’agit d’une Cre
recombinase fusionnée à un domaine de liaison (LBD) muté du récepteur humain aux
oestrogènes (ER). L’activité de la CreERT2 est induite par l’hydroxytamoxifène. Ainsi,
cette enzyme est capable de couper l’ADN uniquement après traitement des souris avec du
tamoxifène ou ses dérivés. En eﬀet, en l’absence de molécules de tamoxifène, la CreERT2
est retenue dans le cytoplasme par liaison du récepteur ER à la protéine Hsp90. En
présence de tamoxifène, Hsp90 et la CreERT2 se séparent ce qui libère l’enzyme. Elle
est alors transloquée au noyau et peut ainsi couper le gène Cdsn (Feil et al., 2009). En
utilisant la CreERT2, l’invalidation du gène Cdsn spéciﬁquement dans l’épiderme est
maitrisée dans le temps.
Pour obtenir les souris d’intérêt, trois lignées de souris sont nécessaires (Figure 47) :
- la lignée Cdsn « ﬂoxée » (Cdsnfl/fl), développée par l’Institut Clinique de la Souris.
- la lignée KRT14-Cre
- la lignée KRT14-CreERT2
Ces deux dernières lignées ont été développées à l’Institut de Génétique et de Biologie
Moléculaire et Cellulaire.
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Figure 47 – Représentation schématique des constructions génétiques et des
croisements permettant d’obtenir les souris Cdsnep−/− et Cdsniep−/−. P-KRT14 :
promoteur humain kératine 14. Cre : Cre recombinase. CreERT2 : Cre recombinase fu-
sionnée à un récepteur aux oestrogènes muté. Cdsn : cornéodesmosine.
Obtention des souris Cdsnep−/− et Cdsniep−/− : les croisements
Les nouveau-nés Cdsnep−/− sont obtenus par croisement de la lignée Cdsnfl/fl avec la
lignée KRT14-Cre tandis que les souris Cdsniep−/− sont obtenues par croisement de la
lignée Cdsnfl/fl avec la lignée KRT14-CreERT2 puis traitement des descendants avec du
tamoxifène (Figure 47).
Le détail des croisements successifs est présenté dans la Figure 48. Le schéma des croise-
ments est identique pour obtenir les souris Cdsnep−/− et les souris Cdsniep−/−. Au moins
deux croisements successifs sont nécessaires avant d’obtenir les souris d’intérêt. Il est im-
portant de signaler qu’un croisement prend en moyenne 2-3 mois si l’on compte 3 semaines
de gestation et 6-8 semaines pour atteindre la maturité sexuelle avant que le croisement
suivant puisse débuter. Il faut ainsi en moyenne 4-5 mois pour obtenir les souris Cdsnep−/−
et les souris de bon génotype qui donneront les souris adultes Cdsniep−/−. Dans ce cas-ci,
comme les souris seront traitées avec le tamoxifène entre 7 et 12 semaines il faut donc
ajouter 2 mois de plus pour obtenir les souris adultes Cdsniep−/− soit 6-7 mois.
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Figure 48 – Croisements successifs permettant d’obtenir les souris Cdsnep−/−
NB : Les croisements successifs pour obtenir les souris Cdsniep−/− sont identiques en
remplaçant pour le premier croisement les souris KRT14-Cre(tg/0)Cdsnwt/wt par des souris
KRT14-CreERT2(tg/0)Cdsnwt/wt. En F2 : des souris KRT14-CreERT2(tg/0)Cdsnfl/fl seront
ainsi obtenues et pourront être traitées au tamoxifène aﬁn d’obtenir les souris Cdsniep−/−.
Choix du promoteur humain KRT14
Initialement, ces souris KO Cdsn-épidermiques ont été développées aﬁn d’étudier le rôle
de la Cdsn dans l’épiderme et la physiologie du follicule pileux (Leclerc et al., 2009). Le
promoteur humain KRT14 est actif à la surface du corps des embryons au stade embryon-
naire E9,5 et très actif à partir du stade embryonnaire E14,5. Après la naissance et jusqu’à
l’âge adulte, il est actif dans les cellules basales de l’épiderme et dans les cellules de la
gaine épithéliale externe du follicule pileux (Vassar et al., 1989). De plus, c’est un promo-
teur utilisé avec succès dans d’autres modèles de souris KO pour une protéine épidermique
(Li et al., 2001). Nous avons donc fait le choix de continuer de travailler sur ces lignées
de souris. Toutefois, dans le cadre de mon projet, d’autres lignées de souris transgéniques
« Cre » avec un promoteur diﬀérent auraient pu être utilisées aﬁn d’invalider le gène Cdsn
spéciﬁquement dans l’épiderme. Par exemple, le promoteur murin kératine 10 (K10), actif
dès la couche épineuse (http ://mousecre.phenomin.fr/) ou le promoteur humain involu-
crine, actif dans les assises cellulaires les plus hautes de la couche épineuse (Carroll et al.,
1993) auraient certainement permis d’invalider le gène Cdsn dans les couches suprabasales
épidermiques.
Contraintes des souris Cdsnep−/−
Le phénotype des souris Cdsnep−/− étant létal à la naissance, j’ai travaillé sur des em-
bryons E18,5 obtenus par césarienne. Chez la souris, la barrière épidermique est achevée
à 17 jours de gestation (stade embryonnaire E17,5) (Hardman et al., 1998). et la Cdsn
est exprimée à partir du stade embryonnaire E16,5 (Gallinaro et al., 2004), stade auquel
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le promoteur humain KRT14 est déjà actif. Chez les embryons Cdsnep−/−, la perte d’ex-
pression de la Cdsn dans l’épiderme est donc eﬀective au stade embryonnaire E18,5.
Contraintes des souris Cdsniep−/−
Le développement de ce modèle a permis de palier au défaut létal de la Cdsn à la nais-
sance et d’étudier les conséquences de la perte d’expression de la Cdsn dans l’épiderme au
cours du temps. Les diﬃcultés rencontrées avec ce modèle sont notamment liées au trai-
tement par le tamoxifène. Plusieurs modes d’administration ont été testés. Le tamoxifène
a d’abord été administré par voie alimentaire (granules de tamoxifène 400 mg/kg). Mal-
heureusement, après quelques jours, les souris présentent une inﬂammation de la bouche,
ne s’alimentent plus et perdent très rapidement du poids avant même de présenter une
baisse d’expression de la Cdsn. Un mode de traitement moins invasif a alors été testé :
l’application topique d’hydroxytamoxifène sur les oreilles des souris. Après plusieurs es-
sais pour déterminer la cinétique de traitement et la dose d’hydroxytamoxifène à appli-
quer, j’ai choisi de traiter les souris pendant 15 jours consécutifs sur chaque oreille (100
μg/jour/oreille). L’hétérogénéité du phénotype développé au niveau des oreilles pourrait
être lié au micro-environnement. Les souris adultes de l’ensemble de cette étude n’ont pas
été toutes traitées en même temps et il est possible que le statut sanitaire de l’animalerie
ait pu inﬂuencer la gravité des signes cutanées.
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ARTICLE 1
Soumis pour publication au Journal of Investigative Dermatology
Transcriptomic analysis of two Cdsn-deﬁcient mouse models reveals genes
signatures biologically relevant for Peeling Skin Disease
Sarra Zaafouri, Mélanie Pichery, Anne Huchenq-Champagne, Fréderic Valentin, Vin-
zenz Oji, Juliette Mazereeuw-Hautier, Guy Serre, Nathalie Jonca
Résumé
Le « Peeling Skin Disease » (PSD, OMIM 270300) ou littéralement syndrome de la peau qui pèle,
est une ichtyose inﬂammatoire caractérisée par une importante desquamation, des manifestations ato-
piques, des allergies alimentaires et un prurit. Elle est due à des mutations « pertes de fonction » du
gène Cornéodesmosine (CDSN ). Aﬁn d’étudier les mécanismes physiopathologiques du PSD, nous avons
analysé le transcriptome cutané de deux modèles de souris invalidées pour la Cdsn spéciﬁquement dans
l’épiderme, dont l’un mime le stade précoce du PSD (mise en place du défaut de perméabilité épidermique
chez l’embryon E18.5 Cdsnep−/−) et l’autre, le stade chronique de la pathologie (persistance du défaut de
barrière épidermique chez la souris adulte Cdsniep−/−). Des signatures d’expression génique distinctes, en
lien avec une réponse de restauration de la barrière cutanée, ont été obtenues : induction de l’expression
de gènes de l’inﬂammation et de la prolifération (Cdsnep−/−) vs des gènes de défenses antimicrobiennes
et de la corniﬁcation (Cdsniep−/−). Le modèle adulte Cdsniep−/− se distingue par une forte expression de
gènes codant plusieurs protéases à sérine de la famille des kallikréines (Klk) et d’inhibiteur de protéase
à cystéine, la cystatine A. Cette réponse moléculaire a secondairement été conﬁrmée dans la peau de
patients PSD. En particulier, Klk13/KLK13 dont la fonction épidermique est encore peu connue, est
apparue la plus fortement exprimée contrairement à KLK5 dont l’expression reste faible et stable. Ainsi,
Klk13/KLK13 pourrait être impliquée dans l’inﬂammation et/ou la desquamation dans le PSD. Ce travail
décrit de nouveaux acteurs moléculaires du PSD et permettra certainement d’améliorer la compréhension
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3HHOLQJ 6NLQ 'LVHDVH 36' 20,0  LV DQ LQIODPPDWRU\ LFKWK\RVLV GXH WR
KRPR]\JRXV ORVVRIIXQFWLRQ PXWDWLRQV LQ &RUQHRGHVPRVLQ &'61 DQG FKDUDFWHUL]HG E\
OLIHORQJSDWFK\SHHOLQJRIWKHVNLQDVVRFLDWHGZLWKHF]HPDIRRGDOOHUJ\DQGVHYHUHLWFKLQJ,Q
RUGHUWRH[SORUHWKHVWLOOSRRUO\NQRZQSDWKRSK\VLRORJLFDOPHFKDQLVPVRI36'ZHDQDO\]HG
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UHSUHVHQWDWLYHRIHDUO\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 LQFUHDVHG H[SUHVVLRQ RI
LQIODPPDWRU\ DQG SUROLIHUDWLYH JHQHV LQ &GVQHS HPEU\RV YV DQWLPLFURELDO GHIHQVH DQG
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FRGLQJ DQ DGKHVLYH SURWHLQ FUXFLDO IRU VWUDWXP FRUQHXP 6& FRKHVLRQ -RQFD HW DO 
0D]HUHHXZ+DXWLHU HW DO  2ML HW DO  7KH HVVHQWLDO UROH RI &'61 ZDV
GHPRQVWUDWHG E\ WKH OHWKDO SKHQRW\SH RI HSLGHUPLVVSHFLILF&GVQ.2 QHZERUQV &GVQHS
UHVXOWLQJIURPDVHYHUH LPSDLUPHQWRI WKHSHUPHDELOLW\EDUULHUGXH WR WKHGHWDFKPHQWRI WKH
6&7KH ORQJWHUP FRQVHTXHQFH RI&GVQ GHILFLHQF\ LQ HSLGHUPLVZDV DQDO\]HG E\ JUDIWLQJ
(HPEU\RV&GVQHSVNLQRQWRQXGHPLFHDQGE\GHYHORSLQJLQGXFLEOHHSLGHUPLVVSHFLILF
&GVQ.2PLFH &GVQLHS ,QERWKPRGHOV WKH&GVQGHILFLHQWHSLGHUPLVVKRZHGDFDQWKRVLV
DQGK\SHUNHUDWRVLVZLWKDSHUVLVWHQFHRIWKHSHUPHDELOLW\EDUULHUGHIHFW/HFOHUFHWDO
0DWVXPRWRHWDO
7KH SDWKRSK\VLRORJ\ RI 36' LV VWLOO SRRUO\ NQRZQ 7KH LQLWLDO HYHQW RI WKH GLVHDVH WKH
GHWDFKPHQWRI WKH6&GXH WR&'61GHILFLHQF\ OHDGV WRDQ LPSDLUPHQWRI WKHSHUPHDELOLW\
EDUULHU +RZHYHU HOXFLGDWLRQ RI WKH SDWKRJHQHVLV RI HU\WKHPD SUXULWXV DQG DWRSLF
PDQLIHVWDWLRQV ZDUUDQWV IXUWKHU VWXGLHV RQ WKH LQIODPPDWRU\ FRPSRQHQW RI WKH GLVHDVH
9DOHQWLQHWDO&GVQGHILFLHQWPRXVHPRGHOVDUHLQIRUPDWLYHWRROVWRGHFLSKHUWKHVH
XQGHUO\LQJPHFKDQLVPV 7KH LQIODPPDWRU\ UHVSRQVH LQGXFHG GXULQJ WKH FKURQLF HSLGHUPDO
EDUULHUGHIHFWLQ&GVQLHSDGXOWPLFHZDVUHFHQWO\VKRZQWREHPHGLDWHGE\,/ȕDQGVKDSHG
E\DFRXQWHUUHJXODWLRQEHWZHHQ76/3W\SHDQG,/W\SHD[HV/LHWDO,QWKH
SUHVHQWVWXG\RXUDLPZDV WR LGHQWLI\JHQHVDQGUHODWHGPROHFXODUPHFKDQLVPV LQYROYHGLQ
HDUO\ DQG FKURQLF SKDVHV RI 36' XVLQJ RXU WZR PRXVH PRGHOV :H WKXV DQDO\]HG JHQH
H[SUHVVLRQ SURILOHV LPPHGLDWHO\ DIWHU WKH SHUPHDELOLW\ EDUULHU GHIHFW RFFXUUHG LQ &GVQHS


































































LGHQWLI\LQJ QHZ FDQGLGDWH JHQHV ZKLFK FRXOG EH LQYROYHG LQ WKH SDWKRSK\VLRORJ\ RI 36'
3DUWLFXODUO\ D VWURQJ H[SUHVVLRQ RI JHQHV HQFRGLQJ F\VWDWLQ $ DQ LQKLELWRU RI F\VWHLQH
SURWHDVHVDQGVHYHUDOVHULQHSURWHDVHVRI WKHNDOOLNUHLQ .ON IDPLO\ZDVGLVWLQJXLVKDEOHLQ
&GVQLHSPLFHDQGZDVVHFRQGDULO\FRQILUPHGLQWKHVNLQRI36'SDWLHQWV,QFRQFOXVLRQRXU






6LQFH WKH&GVQHS SKHQRW\SH EHLQJ OHWKDO DW ELUWK FDHVDUHDQ GHOLYHULHVZHUH SHUIRUPHG DW
( 8QGHU WKHVH FRQGLWLRQV .2 HPEU\RV ZHUH SKHQRW\SLFDOO\ LQGLVWLQJXLVKDEOH IURP
ZLOGW\SH :7 RQHV ZKHQ KDQGOHG FDUHIXOO\ HSLGHUPDO WHDULQJ RFFXUUHG RQO\ XSRQPLQRU





GLIIHUHQWLDOO\ H[SUHVVHGJHQHV VKRZHGD FOHDUO\ GLVWLQFW&GVQHS UHVSRQVH LQ FRPSDULVRQ WR
FRQWUROHPEU\RV7KHH[SUHVVLRQRIJHQHVZDVLQFUHDVHGDWOHDVWPRUHWKDQIROGLQ
&GVQHSVNLQYVFRQWURO)LJXUHEF*HQHRQWRORJ\DQDO\VLVVKRZHGWKDWWKHSUHGRPLQDQW
ELRORJLFDO SURFHVVHV WKDW HPHUJHG LQ &GVQHS VNLQ ZHUH WLHG WR HSLGHUPLV GLIIHUHQWLDWLRQ
³SHSWLG\ODUJLQLQHPRGLILFDWLRQ´³HSLGHUPDOFHOOGLIIHUHQWLDWLRQ´DQGLPPXQHDQGGHIHQVH
































































UHVSRQVHV ³UHJXODWLRQ RI7KHOSHU  W\SH LPPXQH UHVSRQVH´ ³FHOOXODU GHIHQVH UHVSRQVH´
³LPPXQH V\VWHP SURFHVV´ )LJXUH G 2WKHU EURDGHU ELRORJLFDO SURFHVVHV ZHUH DOVR
UHSUHVHQWHG³UHJXODWLRQRIFHOOSUROLIHUDWLRQ´RU³UHVSRQVHWRVWLPXOXV´DQGFRXOGUHIOHFWWKH
UHJXODWLRQRIJHQHV LQ UHVSRQVHWRDJLYHQVWLPXOXVZKLFK LV LQRXUFDVH WKHEUHDNGRZQRI
6&
,Q DFFRUGDQFH ZLWK WKLV IXQFWLRQDO HQULFKPHQW ZH IRXQG DPRQJ WKH VWURQJO\ XSUHJXODWHG
JHQHV )& SYDOXH7DEOH JHQHV FRGLQJF\WRNLQHV ,Oȕ ,O ,O JURZWK
IDFWRUV (UHJ )JI (SJQ FRUQLILHG HQYHORSH FRPSRQHQWV 6SSUJ /FHG 6SUUL RU
SURWHDVH LQKLELWRUV 6OSL0PS 6HUSLQEG 7KHLU RYHUH[SUHVVLRQ ZDV FRQILUPHG E\ 57
3&5 )LJXUH H DQG TXDQWLWDWLYH 573&5 DQDO\VLV 6XSSOHPHQWDU\ )LJXUH 6DE
,QGHSHQGHQWO\RIWKHH[FLVLRQRI&GVQLQWKHHSLGHUPLVWDSHVWULSSLQJLQGXFHGWKHH[SUHVVLRQ
RI,ODQG$UHJP51$LQWKHFRQWURO&7VNLQ)LJXUHHVHHQRQVWULSSHGYVVWULSSHG&7









DFFRUGDQFH WKH  VWURQJO\ GRZQUHJXODWHG JHQHV )&   SYDOXH   PDLQO\
FRUUHVSRQGHG WR JHQHV FRGLQJ VWUXFWXUDO SURWHLQV RI WKH ³ODWH FRUQLILHG HQYHORSH´ IDPLO\ RI
/FHDQG/FHVXEJURXSV7DEOH67KLVZDVFRQILUPHGE\TXDQWLWDWLYH573&5DQDO\VLV
6XSSOHPHQWDU\)LJXUH6F ,QWHUHVWLQJO\/FH JHQHV DSSHDUHGRSSRVLWHO\ UHJXODWHG WR WKH






































































DGXOW PLFH LQ ZKLFK HSLGHUPDO &GVQ H[FLVLRQ ZDV ORFDOO\ LQGXFHG RQ HDUV E\ WRSLFDO
DSSOLFDWLRQVRIK\GUR[\WDPR[LIHQ2+7DP$IWHUILIWHHQGD\VRI2+7DPWUHDWPHQWWKH
HDUV RI &GVQLHS PLFH KDG DQ DOPRVW FRPSOHWH ORVV RI &GVQ H[SUHVVLRQ DV VKRZQ E\
TXDQWLWDWLYH573&5H[SHULPHQWVDQGLPPXQRIOXRUHVFHQFHODEHOOLQJ7KH\EHFDPHVFDO\DQG
SUHVHQWHG DFDQWKRVLV DQG K\SHUNHUDWRVLV DW KLVWRORJLFDO H[DPLQDWLRQ 6XSSOHPHQWDU\ )LJXUH
6DG$OWKRXJKZHREVHUYHGVRPHSKHQRW\SLFKHWHURJHQHLW\LQWKH&GVQLHSPLFHWKHVFRUH
IRU WKH SKHQRW\SH VHYHULW\ GHWHUPLQHG DFFRUGLQJ WR RXU HYDOXDWLRQ JULG VHH PDWHULDOV DQG









JHQHV 7KH IXQFWLRQDO HQULFKPHQW DQDO\VLV SHUIRUPHG RQ WKH  XSUHJXODWHG JHQHV LQ
&GVQLHSVDPSOHV)&SYDOXHZHUHUHPLQLVFHQWRIWKHHQULFKHGJHQHRQWRORJ\
WHUPV LGHQWLILHG LQ WKH FDVH RI WKH &GVQHS HPEU\RV )LJXUH F ,QGHHG WKH ZLGHO\

































































UHVSRQVH´DQG³GHIHQVH UHVSRQVH´ UHIHUUHG WR WKHJHQHV LQYROYHG IRU LQVWDQFH LQHSLGHUPLV
GLIIHUHQWLDWLRQ =IS (YSO OLSLG KRPHRVWDVLV 3SDUį FRUQLILHG HQYHORSH IRUPDWLRQ
7JP 6SUUL /FHI RU LPPXQH DQG DQWLPLFURELDO GHIHQVHV 'HIE 'HIE ,O
/LNHZLVH VRPH RWKHU FDWHJRULHV RI VLJQLILFDQWO\ UHSUHVHQWHG ELRORJLFDO SURFHVVHV HJ
³UHJXODWLRQ RI SXULQH QXFOHRWLGH PHWDEROLF SURFHVV´ FRXOG UHIOHFW WKH UHJXODWLRQ RI JHQHV
LQYROYHGLQEDVLFIXQFWLRQVQHFHVVDU\IRUWKHFHOOVWRUHVSRQGWRVWUHVVIXOVLWXDWLRQV
)LIW\JHQHVZHUHLGHQWLILHGDVVWURQJO\XSUHJXODWHG)&SYDOXHLQ&GVQLHSPLFH
LQ FRPSDULVRQ WRFRQWUROPLFH )LJXUHE7KLUW\VHYHQRI WKHPFRUUHVSRQGLQJ WRSURWHLQ
FRGLQJJHQHVDUHSUHVHQWHGLQ7DEOH7KHGLYHUVHIXQFWLRQVDWWULEXWHGWRWKHVHJHQHVZHUH
FRQVLVWHQW ZLWK WKH IXQFWLRQDO HQULFKPHQW *HQHV LQYROYHG LQ WKH ODWH VWHSV RI HSLGHUPDO
GLIIHUHQWLDWLRQ DQG HQFRGLQJ FRUQLILHG HQYHORSH SHSWLGHV ZHUH ODUJHO\ UHSUHVHQWHG (SJQ
6SUUDQG/FHJHQHV2WKHUVHQFRGHGDQWLPLFURELDOSHSWLGHV'HIEDODUPLQV6DD
DQGF\WRNLQHV,OI,O6RPHXSUHJXODWHGJHQHVHQFRGHGSURWHDVHV7SVDE.ONDQG
SURWHDVH LQKLELWRUV F\VWHLQH SURWHDVH LQKLELWRUV RI WKH VWHILQ $ IDPLO\ 6WID DOVR FDOOHG




LQ&GVQLHS PLFH FRPSDUHG ZLWK FRQWUROPLFH%HVLGHV.ON SUHVHQW LQ WKH WRS RI JHQHV
VWURQJO\RYHUH[SUHVVHG7DEOHRWKHU.ONJHQHVZHUHPRGHUDWHO\XSUHJXODWHG)&
*6(7KLVZDV FRQILUPHG E\ TXDQWLWDWLYH573&5 DQDO\VLV.ON.ON DQG.ON
H[SUHVVLRQZDVPRGHUDWHO\ LQFUHDVHG WRIROGDQG.ONDQG.ONDSSHDUHGKLJKO\XS
UHJXODWHG  WR IROG LQ&GVQLHS PLFH FRPSDUHG WR FRQWURO PLFH ZKLOH.ONZDV QRW
RYHUH[SUHVVHGDWDOOLQ&GVQLHSPLFH)LQDOO\DJURXSRIJHQHVUHODWHGWRSKHURPRQHDFWLYLW\








































































KHDOWK\ VNLQZHUHSUHYLRXVO\ UHSRUWHG 0DOOHW HWDO8VLQJSURWHLQH[WUDFWV IURP WKH




2ML HW DO  9DOHQWLQ HW DO  ,Q FRPSDULVRQ WR KHDOWK\ VNLQ &67$ DQG ./.





&RPSDUDWLYH WUDQVFULSWRPLF DQDO\VLV RI RXU WZR &GVQGHILFLHQW PRXVH PRGHOV RI 36'
KLJKOLJKWHG GLVWLQFW PROHFXODU VLJQDWXUHV UHODWHG WR VNLQ EDUULHU UHSDLU UHVSRQVH ,QGHHG




































































,Q &GVQHS HPEU\RV WKH SUHGRPLQDQW UHVSRQVH ZDV PDLQO\ UHSUHVHQWHG E\ LQIODPPDWRU\
JHQHV*HQHVFRGLQJ,OȕDQGFKHPRNLQHVOLJDQGVSULQFLSDOO\LQYROYHGLQWKHUHFUXLWPHQWDQG
DFWLYDWLRQ RI OHXNRF\WHV ZHUH IRXQG LQ WKH WRS RI JHQHV VWURQJO\ XSUHJXODWHG 7KLV ZDV
H[SHFWHG VLQFH LW LV ZHOOHVWDEOLVKHG WKDW HSLGHUPDO F\WRNLQH SURGXFWLRQ LV LQFUHDVHG DIWHU
EDUULHU GLVUXSWLRQ DQG PD\ FRQWULEXWH WR DQ DWWHPSW WR UHVWRUH WKH FXWDQHRXV SHUPHDELOLW\
EDUULHU1LFNRORIIDQG1DLGX7KHVHUHVXOWVDUHLQDFFRUGDQFHZLWKWKHUHFHQWILQGLQJV
RI KLJK H[SUHVVLRQ RI FDVSDVH  DQG ,/ LQ 36' DV ZHOO DV DQ LQFUHDVHG HSLGHUPDO








JHQHV VHH WKH FRUUHVSRQGLQJ )& LQ 7DEOH  DQG  UHVSHFWLYHO\ GXULQJ WKH FKURQLF SKDVH
VLQFH WKH JHQHWLFDOO\LQGXFHG EDUULHU LPSDLUPHQW SHUVLVWHG %\ WKH VDPH WLPH WKH ODUJH
QXPEHU RI JHQHV VSHFLILFDOO\ PRGXODWHG LQ &GVQHS HPEU\RV RU LQ &GVQLHS PLFH
UHVSHFWLYHO\PD\UHIOHFWDQDGMXVWPHQWIURPLQLWLDOWRFKURQLFSKDVHRIWKHH[SUHVVLRQRIWKH
JHQHV LQYROYHG LQHSLGHUPDOGLIIHUHQWLDWLRQ LPPXQHDQGGHIHQVHSDWKZD\V)LJXUHE)RU
H[DPSOHFRQFHUQLQJWKHJHQHVFRGLQJGHIHQVLQVNQRZQWRSDUWLFLSDWHLQLPPXQHGHIHQVHLQ
WKH VNLQ E\ERWK NLOOLQJ EDFWHULD DQG LQIOXHQFLQJ WKH FHOOXODU LQQDWH DQG DGDSWLYH UHVSRQVHV
*DOOR DQG +RRSHU 'HID'HIE'HIE DQG'HIE ZHUH LQGXFHG LPPHGLDWHO\
DIWHUVWULSSLQJLQWKHVNLQIURP&GVQHSHPEU\RVZKHUHDVRWKHUJHQHVIURPWKHVDPHIDPLO\
































































ZHUH RYHUH[SUHVVHG LQ WKH VNLQ IURP &GVQLHS PLFH 'HIE 'HIE 'HIE 'HIE
'HIE*(2GHSRVLW*6(DQG*6(
/DVW WKHJHQHFRGLQJWKHSURLQIODPPDWRU\F\WRNLQH,OZDVVWURQJO\XSUHJXODWHG LQERWK
PLFHPRGHOV ,O EHORQJV WR WKH LQWHUOHXNLQ IDPLO\ DQG LV LQYROYHG LQ WKH LQGXFWLRQ RI
SURLQIODPPDWRU\ PHGLDWRUV ,Q SDUWLFXODU LW PLJKW EH LPSRUWDQW LQ WKH SDWKRJHQHVLV RI
SVRULDWLFVNLQLQIODPPDWLRQ.XPDULHWDO,QRXUFDVHZHDVVXPHWKDW,ODFWVDVDQ
LPSRUWDQWXSVWUHDPPHGLDWRURIVNLQLQIODPPDWLRQ
,QWHUHVWLQJO\ WKH XQVXVSHFWHG LQGXFWLRQ RI JHQHV FRGLQJ SURWHDVH .ON DQG LQKLELWRUV RI
SURWHDVHVIURPWKH6WID&VWDIDPLO\ZDVVSHFLILF WR&GVQLHS VNLQPLFH7KH LQYROYHPHQWRI




7KH 6WID JHQHV 6WID 6WID 6WID ZHUH RI SDUWLFXODU LQWHUHVW 6WID LV D F\VWHLQH SURWHDVH
LQKLELWRUSURWHFWLQJWLVVXHVIURPF\VWHLQHSURWHDVHV WKDWDUHSURGXFHGE\LQYDGLQJSDWKRJHQV
.DWRHWDO,QWKHVNLQLWLVDOVRDFRPSRQHQWRIWKHSURWHLQVFDIIROGFURVVOLQNHGWR
WKH FRUQLILHGHQYHORSH 6WHYHQ DQG6WHLQHUW&67$ZDV VKRZQ WR EHXSUHJXODWHG LQ
OHVLRQDOSVRULDWLFVNLQ/XQGEHUJHWDODQGORVVRIIXQFWLRQPXWDWLRQVLQ&67$UHVXOWV
LQ H[IROLDWLYH LFKWK\RVLV 3HHOLQJ6NLQ6\QGURPH36620,0 D VNLQ IUDJLOLW\










































































HW DO  ./. LV FRQVLGHUHG WR EH WKH XSVWUHDP DFWLYDWRU RI D UHJXODWRU\ SURWHRO\WLF
FDVFDGHLWLVDEOHWRDXWRDFWLYDWHDQGWRVXEVHTXHQWO\DFWLYDWHRWKHUGRZQVWUHDP./.VSUR
HQ]\PHV WKXVHQKDQFLQJ WKHSURWHRO\WLFDFWLYLWLHV LQ WKHHSLGHUPLV 2YDHUHHWDO ,Q
WKH FRQWH[W RI 36' LW ZDV DVVXPHG WKDW ./. PLJKW SOD\ LPSRUWDQW UROHV 7KLV ZDV
HVVHQWLDOO\EDVHGRQ WKHTXDQWLILFDWLRQRI WKH./.OHYHOE\(OLVDDVVD\VZKLFKZDV WR
WLPHV JUHDWHU LQ WKH 6& RI WZR 36' SDWLHQWV LQ FRPSDULVRQ WR WKH 6& RI KHDOWK\ FRQWUROV
.RPDWVX HW DO  0RUHRYHU ./. ZDV VKRZQ WR VXVWDLQ SDWKRORJLFDO VNLQ
LQIODPPDWLRQ WKURXJK WKH 3$5 D[LV LQ 1HWKHUWRQ V\QGURPH DQ RYHUGHVTXDPDWLQJ DQG
LQIODPPDWRU\ LFKWK\RVLV ZKLFK VKDUHV FORVH VLPLODULWLHV ZLWK 36' %ULRW HW DO 
6XUSULVLQJO\RXUSUHVHQWUHVXOWVGLGQRWVXVWDLQDQXSUHJXODWLRQRI./..ONLQWKHPXULQH
PRGHOVDQGLQSDWLHQWV¶VNLQ%HVLGHVDQ LQGXFWLRQRIRWKHU.ONJHQHVZDVGHWHFWHGDPRQJ
ZKLFK.ON ZDV WKH PRVW ODUJHO\ XSUHJXODWHG /LNH ./. ./. LV H[SUHVVHG LQ WKH
VXSUDEDVDO OD\HUV RI QRUPDO KXPDQ HSLGHUPLV DQG SUHVHQWV D WU\SVLQOLNH VHULQH SURWHDVH





3UHYLRXV GDWD DQG RXU SUHVHQW UHVXOWV VXJJHVW WKDW EHVLGHV ./. ./. PD\ DOVR EH
LQYROYHGLQLQIODPPDWRU\SURFHVVHVDVZHOODVLQGHVTXDPDWLRQ
































































,Q FRQFOXVLRQ RXU UHVXOWV EURDGHQ WKH XQGHUVWDQGLQJ RI WKH SDWKRSK\VLRORJ\ RI 36':H
LGHQWLILHG SRWHQWLDO PRGXODWRUV RI &'61 GHILFLHQF\ HIIHFWV ZKLFK PD\ EH WDUJHWV RI







$OO H[SHULPHQWV ZLWK DQLPDOV ZHUH DSSURYHG E\ WKH ORFDO HWKLFV FRPPLWWHH 
 DQG FDUULHG RXW DFFRUGLQJ WR RXU ,QVWLWXWLRQV *XLGHOLQHV DQG (8
OHJLVODWLRQ0LFHZHUHEUHGDQGPDLQWDLQHGLQWKHDQLPDOIDFLOLWLHV86,QVHUP7RXORXVH
XQGHU SDWKRJHQIUHH FRQGLWLRQV (SLGHUPLVVSHFLILF &GVQGHOHWLRQ ZDV DFKLHYHG XVLQJ
UHVSHFWLYHO\ KXPDQ NHUDWLQ  .57SURPRWHU GULYHQ &UHPHGLDWHG GHOHWLRQ .57













































































WKH (WKLFV &RPPLWWHH:ULWWHQ LQIRUPHG FRQVHQW ZDV REWDLQHG IURP WKH SDWLHQWV DQG WKHLU
SDUHQWV&OLQLFDOGLDJQRVLVZDVPDGHE\ H[SHULHQFHGGHUPDWRORJLVWV DQG DGHWDLOHGPHGLFDO








&(/ ILOHV ZHUH JHQHUDWHG ZLWK WKH $II\PHWUL[ *HQH&KLS &RPPDQG &RQVROH VRIWZDUH
([SHULPHQWV ZHUH SHUIRUPHGZLWK 51$V IURP  LQGLYLGXDOV SHU JHQRW\SH (DFK FRQGLWLRQ
ZDV QRUPDOL]HG ZLWK WKH ³5REXVW0XOWLFKLS $QDO\VLV´ 50$PHWKRG 6WDWLVWLFDO DQDO\VLV
DOORZHGWDJJLQJRIJHQHVDFFRUGLQJWRWKHIROGFKDQJH)&DQGWKHSYDOXH7KH)&UHIHUVWR
WKHGLIIHUHQWLDO H[SUHVVLRQEHWZHHQ WKH.2DQG FRQWURO FRQGLWLRQ7KHGDWD UHSRUWHG LQ WKLV




$QDO\VHV RI JHQH H[SUHVVLRQ SDWKZD\V ZHUH SHUIRUPHG E\ LQSXWWLQJ OLVWV RI GLIIHUHQWLDOO\
H[SUHVVHG JHQHV LQWR WKH IUHH ZHEEDVHG DSSOLFDWLRQ *2ULOOD KWWSFEO
JRULOODFVWHFKQLRQDFLO $Q HQULFKPHQW VFRUH ZDV FDOFXODWHG IRU HDFK ELRORJLFDO SURFHVV
7KHIUHHZHEVHUYHU5(9,*2KWWSUHYLJRLUEKUZDVXVHGIRUWKHJUDSKLFDOYLVXDOL]DWLRQ










































































:H DUH JUDWHIXO WR 6DEULQD %HQDRXDGL DQG 3DWULFN $UHJXL IRU WKHLU H[FHOOHQW WHFKQLFDO
DVVLVWDQFH:HDOVRZLVKWRWKDQNWKHVWDIIRIWKHDQLPDOIDFLOLWLHV5DFKHO%DORX]DW&RULQQH
(YUD DQG0DULH /XOND DQG WKH ([SHULPHQWDO +LVWRSDWKRORJ\ WHFKQLFDO SODWIRUP )ORUHQFH
&DSLOODDQG&KULVWLQH6DORQRI,QVHUP867RXORXVH)UDQFH:HDUHJUDWHIXOWR6RSKLH
$OODUG $VWULG &DQLYHW DQG 'DQLqOH 'DYLDXG IURP WKH LPDJLQJ WHFKQLFDO SODWIRUP ,QVHUP
805 &156 805  &373 7RXORXVH )UDQFH :H DUH SDUWLFXODUO\ JUDWHIXO WR
/LGZLQH7URXLOK1DWKDOLH0DUVDXGDQG6RSKLH/DPDUUHRI WKH*HQRPHDQG7UDQVFULSWRPH









































































%HUJERHU -* 7MDEULQJD *6 .DPVWHHJ 0 YDQ 9OLMPHQ:LOOHPV ,0 5RGLMN2OWKXLV '
-DQVHQ 3$ HW DO 3VRULDVLV ULVN JHQHV RI WKH ODWH FRUQLILHG HQYHORSH JURXS DUH






DWRSLFGHUPDWLWLVOLNH OHVLRQV WKURXJK3$5PHGLDWHG WK\PLF VWURPDO O\PSKRSRLHWLQ
H[SUHVVLRQLQ1HWKHUWRQV\QGURPH-([S0HG
&DXEHW& -RQFD1%UDWWVDQG0*XHUULQ0%HUQDUG'6FKPLGW5 HW DO'HJUDGDWLRQ RI
FRUQHRGHVPRVRPH SURWHLQV E\ WZR VHULQH SURWHDVHV RI WKH NDOOLNUHLQ IDPLO\
6&7(./.K.DQG6&&(./.K.-,QYHVW'HUPDWRO
GH.RQLQJ+'YDQGHQ%RJDDUG(+%HUJERHU-*.DPVWHHJ0YDQ9OLMPHQ:LOOHPV,0
+LWRPL . HW DO ([SUHVVLRQ SURILOH RI FRUQLILHG HQYHORSH VWUXFWXUDO SURWHLQV DQG
NHUDWLQRF\WH GLIIHUHQWLDWLRQUHJXODWLQJ SURWHLQV GXULQJ VNLQ EDUULHU UHSDLU %U -
'HUPDWRO
*DOOR 5/+RRSHU /9 (SLWKHOLDO DQWLPLFURELDO GHIHQFH RI WKH VNLQ DQG LQWHVWLQH 1DW 5HY
,PPXQRO
*XSWD$1LWRLX'%UHQQDQ&ULVSL'$GG\D65LRER1$.HOVHOO'3HWDO&HOOF\FOHDQG
FDQFHUDVVRFLDWHG JHQH QHWZRUNV DFWLYDWHG E\ 'VJ HYLGHQFH RI F\VWDWLQ $
GHUHJXODWLRQ DQG D SRWHQWLDO UROH LQ FHOOFHOO DGKHVLRQ 3/R6 2QH
H
































































+DQHGD 7 ,PDL < 8FKL\DPD 5 -LWVXNDZD 2 <DPDQLVKL . $FWLYDWLRQ RI 0ROHFXODU
6LJQDWXUHV IRU $QWLPLFURELDO DQG ,QQDWH 'HIHQVH 5HVSRQVHV LQ 6NLQ ZLWK
7UDQVJOXWDPLQDVH'HILFLHQF\3/R62QHH
-RQFD 1 /HFOHUF ($ &DXEHW & 6LPRQ0 *XHUULQ 0 6HUUH * &RUQHRGHVPRVRPHV DQG
FRUQHRGHVPRVLQ IURP WKH VWUDWXP FRUQHXP FRKHVLRQ WR WKH SDWKRSK\VLRORJ\ RI
JHQRGHUPDWRVHV(XU-'HUPDWRO6XSSO
.DWR77DNDL70LWVXLVKL.2NXPXUD.2JDZD+&\VWDWLQ$LQKLELWV,/SURGXFWLRQE\
NHUDWLQRF\WHV VWLPXODWHGZLWK'HU S DQG'HU I  ELRFKHPLFDO VNLQ EDUULHU DJDLQVW
PLWHF\VWHLQHSURWHDVHV-$OOHUJ\&OLQ,PPXQRO
.RPDWVX16DLMRK..XN&6KLUDVDNL)7DNHKDUD.'LDPDQGLV(3$EHUUDQWKXPDQWLVVXH
NDOOLNUHLQ OHYHOV LQ WKH VWUDWXP FRUQHXP DQG VHUXP RI SDWLHQWV ZLWK SVRULDVLV
GHSHQGHQFHRQSKHQRW\SHVHYHULW\DQGWKHUDS\%U-'HUPDWRO
.RPDWVX1 6XJD< 6DLMRK. /LX$&.KDQ 60L]XQR< HW DO (OHYDWHG KXPDQ WLVVXH
NDOOLNUHLQOHYHOVLQ WKHVWUDWXPFRUQHXPDQGVHUXPRISHHOLQJVNLQV\QGURPHW\SH%
SDWLHQWV VXJJHVWV DQ RYHUGHVTXDPDWLRQ RI FRUQHRF\WHV - ,QYHVW 'HUPDWRO

.XPDUL6%RQQHW0&8OYPDU0+:RON..DUDJLDQQL1:LWWH(HWDO7XPRUQHFURVLV
IDFWRU UHFHSWRUVLJQDOLQJ LQNHUDWLQRF\WHV WULJJHUV LQWHUOHXNLQGHSHQGHQWSVRULDVLV
OLNHVNLQLQIODPPDWLRQLQPLFH,PPXQLW\




EHWZHHQ WK\PLF VWURPDO O\PSKRSRLHWLQ DQG ,/GULYHQ LPPXQH D[HV VKDSHV VNLQ





































































RI VNLQ SURWHLQV LQ SVRULDVLV IURP GLVFRYHU\ DQG YHULILFDWLRQ LQ D PRXVH PRGHO WR
FRQILUPDWLRQLQKXPDQV0RO&HOO3URWHRPLFV
0DOOHW $ .\SULRWRX 0 *HRUJH . /HFOHUF ( 5LYHUR ' 0D]HUHHXZ+DXWLHU - HW DO
,GHQWLILFDWLRQ RI WKH ILUVW QRQVHQVH &'61 PXWDWLRQ ZLWK H[SUHVVLRQ RI D WUXQFDWHG
SURWHLQFDXVLQJSHHOLQJVNLQV\QGURPHW\SH%%U-'HUPDWRO
0DWVXPRWR0=KRX<0DWVXR61DNDQLVKL++LURVH.2XUD+HWDO7DUJHWHGGHOHWLRQRI
WKH PXULQH FRUQHRGHVPRVLQ JHQH GHOLQHDWHV LWV HVVHQWLDO UROH LQ VNLQ DQG KDLU
SK\VLRORJ\3URF1DWO$FDG6FL86$
0D]HUHHXZ+DXWLHU-/HFOHUF($6LPRQ06HUUH*-RQFD1$QRYHOPXWDWLRQLQ&'61




2ML 9 (FNO .0 $XIHQYHQQH . 1DWHEXV 0 7DULQVNL 7 $FNHUPDQQ . HW DO /RVV RI
FRUQHRGHVPRVLQOHDGVWRVHYHUHVNLQEDUULHUGHIHFWSUXULWXVDQGDWRS\XQUDYHOLQJWKH
SHHOLQJVNLQGLVHDVH$P-+XP*HQHW
2YDHUH 3/LSSHQV69DQGHQDEHHOH 3'HFOHUFT:7KH HPHUJLQJ UROHV RI VHULQH SURWHDVH
FDVFDGHVLQWKHHSLGHUPLV7UHQGV%LRFKHP6FL

































































V\QGURPH D FOLQLFDOO\ DQG JHQHWLFDOO\ KHWHURJHQHRXV GLVRUGHU 3HGLDWU 'HUPDWRO

6WHYHQ $& 6WHLQHUW 30 3URWHLQ FRPSRVLWLRQ RI FRUQLILHG FHOO HQYHORSHV RI HSLGHUPDO
NHUDWLQRF\WHV-&HOO6FL3W
9DOHQWLQ)2ML9+DXVVHU ,/LHEDX(7DULQVNL70HW]H'HWDO ,QFUHDVHGH[SUHVVLRQRI













































































 &[FO &KHPRNLQH&;&PRWLIOLJDQG 
 ,OE ,QWHUOHXNLQEHWD 
 &[FO &KHPRNLQH&;&PRWLIOLJDQG 
 &FO &KHPRNLQH&&PRWLIOLJDQG 
 &FO &KHPRNLQH&&PRWLIOLJDQG 
 ,O ,QWHUOHXNLQ 
 ,O ,QWHUOHXNLQ 
 ,ILE ,QWHUIHURQDFWLYDWHGJHQH% 
 /LI /HXNHPLDLQKLELWRU\IDFWRU 
 ,IQN ,QWHUIHURQNDSSD 
*URZWKIDFWRUDFWLYLW\
 (UHJ (SLUHJXOLQ 
 )JI )LEUREODVWJURZWKIDFWRU 
 (SJQ (SLWKHOLDOPLWRJHQ 
 1JI 1HUYHJURZWKIDFWRU 
 $UHJ $PSKLUHJXOLQ 
&RUQLILHGHQYHORSHFURVVOLQNLQJ
 6SUUJ 6PDOOSUROLQHULFKSURWHLQ* 
 /FHG /DWHFRUQLILHGHQYHORSH' 
 6SUUL 6PDOOSUROLQHULFKSURWHLQ, 
 6SUUH 6PDOOSUROLQHULFKSURWHLQ( 
 /FHI /DWHFRUQLILHGHQYHORSH) 
(QGRSHSWLGDVH(QGRSHSWLGDVHLQKLELWRUDFWLYLW\
 0PS 0DWUL[PHWDOORSHSWLGDVH 
 6HUSLQEG 6HULQHRUF\VWHLQHSHSWLGDVHLQKLELWRU
FODGH%PHPEHUG 
 6OSL 6HFUHWRU\OHXNRF\WHSHSWLGDVHLQKLELWRU 
&HOODGKHVLRQ
 3WJV 3URVWDJODQGLQHQGRSHUR[LGHV\QWKDVH 





 $UF $FWLYLW\UHJXODWHGF\WRVNHOHWDODVVRFLDWHGSURWHLQ 
'1$ELQGLQJ   
 ;UFF ;UD\UHSDLUFRPSOHPHQWLQJGHIHFWLYHUHSDLU
LQ&KLQHVHKDPVWHUFHOOV 















































































 'HIE 'HIHQVLQEHWD 
 /FQ /LSRFDOLQ 
3URWHDVH3URWHDVHLQKLELWRU
 6WID 6WHILQ$F\VWDWLQ$ 
 7SVDE 7U\SWDVHDOSKDEHWD 
 .ON .DOOLNUHLQUHODWHGSHSWLGDVH 
 6WID 6WHILQ$F\VWDWLQ$ 
 $GDP $GLVLQWHJULQDQGPHWDOORSHSWLGDVHGRPDLQ 
 6WID 6WHILQ$F\VWDWLQ$ 
&RUQLILHGHQYHORSHFURVVOLQNLQJ
 6SUUD 6PDOOSUROLQHULFKSURWHLQ$ 
 /FHI /DWHFRUQLILHGHQYHORSH) 
 6SUUH 6PDOOSUROLQHULFKSURWHLQ( 
 /FHH /DWHFRUQLILHGHQYHORSH( 
 6SUUG 6PDOOSUROLQHULFKSURWHLQ' 
 6SUUD 6PDOOSUROLQHULFKSURWHLQ$ 
 5SWQ 5HSHWLQ 
 6SUUJ 6PDOOSUROLQHULFKSURWHLQ* 
 6SUUK 6PDOOSUROLQHULFKSURWHLQ+ 





 (SJQ (SLWKHOLDOPLWRJHQ 
 $UHJ $PSKLUHJXOLQ 
+RUPRQH3KHURPRQHDFWLYLW\
 1SSE 1DWULXUHWLFSHSWLGHW\SH% 
 0XS1' 0DMRUXULQDU\SURWHLQ 
 'KUV 'HK\GURJHQDVHUHGXFWDVH6'5IDPLO\
PHPEHU 
 0XS1' 0DMRUXULQDU\SURWHLQ 
 0XS1' 0DMRUXULQDU\SURWHLQ 
 0XS1' 0DMRUXULQDU\SURWHLQ 
 0XS 0DMRUXULQDU\SURWHLQ 
   
&\WRNLQH&KHPRDWWUDFWDQWDFWLYLW\
 ,OI ,QWHUOHXNLQIDPLO\PHPEHU 
 ,O ,QWHUOHXNLQ 
 &[FU &KHPRNLQH&;&PRWLIUHFHSWRU 
 6DD 6HUXPDP\ORLG$ 
&HOODGKHVLRQPROHFXOHELQGLQJ
 )JJ )LEULQRJHQJDPPDFKDLQ 
1' /\J /\PSKRF\WHDQWLJHQFRPSOH[ORFXV* 
 *VGPF 'ĂƐĚĞƌŵŝŶ 
DOVRFRUQLILHGHQYHORSHFURVVOLQNLQJ
1'1RELRORJLFDO'DWDDYDLODEOH

































































)LJXUH  'LIIHUHQWLDO JHQH H[SUHVVLRQ LQ WKH VWULSSHG VNLQ RI&GVQHS ( HPEU\RV
FRPSDUHGWRFRQWUROD+HPDWR[\OLQHRVLQVWDLQLQJRIQRQVWULSSHGRUVWULSSHGGRUVDOVNLQV
RI &GVQHS DQG FRQWURO ( HPEU\RV %DU    P E +HDWPDS RI WKH ILUVW 
GLIIHUHQWLDOO\ UHJXODWHG JHQHV EHWZHHQ&GVQHS .21  DQG FRQWURO &71  VWULSSHG
VNLQVUHGXSUHJXODWHGJHQHVJUHHQGRZQUHJXODWHGF1XPEHURIGLIIHUHQWLDOO\H[SUHVVHG
JHQHV LQ WKH VWULSSHG VNLQ RI &GVQHS LQ FRPSDULVRQ WR FRQWURO ( HPEU\RV G
3UHGRPLQDQWELRORJLFDOSURFHVVHVLQ&GVQHSVNLQDFFRUGLQJWRXSUHJXODWHGJHQHV)&






WRFRQWURO D+HDWPDSRI WKHILUVWGLIIHUHQWLDOO\ UHJXODWHGJHQHVEHWZHHQFRQWURO &7
1 DQG&GVQLHS.21 VNLQVUHGXSUHJXODWHGJHQHVJUHHQGRZQUHJXODWHGJHQHV







































































)LJXUH 9DOLGDWLRQ RI WUDQVFULSWRPLF GDWD LQ 36' SDWLHQWV D ,PPXQRIOXRUHVFHQFH
VWDLQLQJRI.DOOLNUHLQ./..DOOLNUHLQ./.DQG&\VWDWLQ$&67$RIVNLQVHFWLRQV
RIDKHDOWK\LQGLYLGXDODQG36'SDWLHQWVSDWLHQWV WR%DU P E:HVWHUQEORW
DQDO\VLVRI.DOOLNUHLQ./../../.DQG&\VWDWLQ$&67$RQSURWHLQH[WUDFWVRI
KHDOWK\VNLQDQGWKHVNLQRI36'SDWLHQWF./../.DQG&67$SURWHLQOHYHOVZHUH




























































































































































































































1.4 -4  




Down-regulated genes   Up-regulated genes 
Defense response
Sensory perception
G-protein coupled receptor 
signaling pathway
Others
Immune system responseEpidermis development
Negative regulation of reactive 
oxygen species metabolic process
Peptide-cross linking






























































































































































































































































































































































































Genes strongly up-regulated 
in Cdsnep-/- E18.5 
embryos only
Genes strongly up-regulated 
in both Cdsnep-/- E18.5 
embryos and Cdsniep-/- mice
Genes strongly up-regulated 
in Cdsniep-/- mice only



































































Supplementary material and methods 
Supplementary Table S1. List of genes strongly down-regulated (FC≥4) in Cdsnep-/- skin and 
their functions 
Supplementary Table S2. Primers sequences for murine cDNA amplification 
Supplementary Table S3. Commercially available primary antibodies 
Supplementary Figure S1. Quantitative RT-PCR analysis confirming the up-regulation and 
the down-regulation of genes in the “stripped” skin of Cdsn KO E18.5 embryos compared to 
control.   
Supplementary Figure S2. Topical applications of hydroxytamoxifen (4-OHTam) on Cdsniep-/- 
ears induced an almost complete loss of Cdsn and cutaneous aspects reminiscent of Peeling 
Skin Disease. 
  


































































Supplementary Materials and Methods 
 
Generation of mice and animal protocols 
The Cdsn mutant mouse strain (Cdsnfl/fl) was established at the MCI (Mouse Clinical Institute, 
Institut Clinique de la Souris, Illkirch, France). KRT14-Cre and KRT14- CreERT2 mouse 
strains were previously described (Indra et al., 1999, Li et al., 2001). The mouse models used 
in the present study were described in a previous work (Leclerc et al., 2009). Briefly, Cdsn 
inactivation in the epidermis of newborns was achieved using human keratin 14 (KRT14)-
promoter driven Cre-mediated deletion (KRT14-Cre). Cdsnfl/fl mice were crossed with 
KRT14-Cre(tg/0) transgenic mice. KRT14-Cre(tg/0)/Cdsnwt/fl mice were bred resulting in 
epidermal Cdsn-deficient newborns. As the phenotype is lethal soon after birth, female mice 
in matings were checked for vaginal plugs and the gestational stage was estimated from the 
time of a positive plug+0.5 days. Fetuses were collected at embryonic day 18.5 (E18.5). 
KRT14-Cre(tg/0)/Cdsnwt/wt E18.5 embryos were used as control. Cdsn inactivation in the 
epidermis of adult mice was achieved using human keratin 14 (KRT14)-promoter driven 
CreERT2-mediated deletion (KRT14- CreERT2). Cdsnfl/fl mice were bred with KRT14-
CreERT2(tg/0) transgenic mice to obtain KRT14-CreERT2(tg/0)/Cdsnfl/fl. Seven to 12-week-old 
KRT14-CreERT2(tg/0)/Cdsnfl/fl mice were treated by daily topical application of 4-
hydroxytamoxifen (4-OHTam, 100μg/ear/day, Sigma-Aldrich, St Louis, MO) on both ears 
until fifteen continuous days to generate Cdsniep-/- mice. KRT14-CreERT2(tg/0)/Cdsnwt/wt treated 
in the same conditions were used as control. During 4-OHTam treatment, the cutaneous 
phenotype developed by Cdsniep-/- mice was monitored daily by macroscopic observations, 
completed by recording the weight and the transepidermal water loss (TEWL) using a 
TEWAMETER (Monaderm, Monaco). Mice were photographed using a Sony DSC-W50 
camera. To estimate the degree of severity of the phenotype developed on ears, a grid score 


































































(maximum 6; sum of the scores of both ears) was established. This score was based on the 
presence and extent of squames: 0 for an ear without any squames to 3 when the squames 
were generalized to the entire ear. 
Mouse skin samples from dorsal and ventral skins (E18.5 embryos) and ears (adult mice) 
were harvested for histology, immunohistology and RNA extraction. 
 
RNA extraction, reverse transcription and quantitative RT-PCR 
Mouse skin samples were immediately put in RNA later solution (Thermo Fisher Scientific, 
Waltham, MA, USA) after dissection and kept at +4°C up to 4 weeks before RNA 
purification. Total RNAs were extracted with RNeasy mini columns protocol (Qiagen, 
Hilden, Germany). Integrity and high quality level of RNA were validated with the Agilent 
Bioanalyzer 2100 (ratio 260nm/230nm and 260nm/280nm ≥ 1.8 and RNA Integrity Number ≥ 
8). Reverse transcription was carried out using PrimeScript II 1st strand cDNA Synthesis Kit 
(Takara Bio, USA). Amplification assays were performed with the 7300 Real Time PCR 
system using the Sybr qPCR SuperMix with ROX (Life Technologies, Carlsbad, CA) and 
specific primers (Table S2). Fluorescence was quantified as Ct (threshold cycle) values. 
Samples were analyzed in triplicate, with differences between the three Ct values lower than 
0.3. Relative gene expression was assessed using the 2−ΔΔCt method (Livak and Schmittgen, 
2001) with Hypoxanthine-guanine phosphoribosyltransferase (Hprt) expression (for E18.5 
embryos) and Tata Binding Protein (Tbp) expression (for adult mice) for normalization. 
Specificity was assessed by sequencing the quantitative RTǦPCR amplicons. 
 
Histological and immunofluorescence analyses 
Skin samples were fixed in 4% formalin for 24 h, dehydrated in ethanol 70% and then 
embedded in paraffin. For histological analysis, paraffin sections of 5 μm were stained with 


































































hematoxylin and eosin and mounted in Eukitt mounting medium (Euromedex, 
Souffelweyersheim, France). For immunofluorescence analysis, paraffin sections were 
blocked in 5% goat serum for 1h at room temperature. Commercially available antibodies 
(Supplementary Table S3) were used following the manufacturer’s recommendations. Mouse 
Mab F28-27 rose against human CDSN was used as previously described (Serre et al., 1991). 
Epitope retrieval was performed for 40 min at 95°C in 50 mM glycine-HCl pH 3.5. Sections 
were then incubated with the primary antibody for 1 h at room temperature.  Antibodies Alexa 
Fluor® 555-conjugated goat anti-mouse IgG, Alexa Fluor® 488-conjugated goat anti-rabbit 
IgG, Alexa Fluor® 555-conjugated donkey anti-mouse IgG, Alexa Fluor® 555-conjugated 
donkey anti-goat IgG or Alexa Fluor® 555-conjugated donkey anti-rabbit IgG (Life 
technologies) were secondary incubated on sections at 1:10000 with DAPI (Life 
Technologies). The sections were then mounted in Mowiol. 
Images were captured using a 20x dry objective with a Nikon eclipse 80i microscope 
equipped with a Nikon DMX 1200C digital camera (Champigny sur Marne, France) or  a 63x 
oil immersion objective with a confocal SP8 microscope (Leica Microsystems, Nanterre, 
France). 
 
Protein extraction and western blot analyses 
Proteins from total human skin were extracted by incubation in extraction buffer (100 mM 
Tris-HCl, 20 mM DTT, 5 mM EDTA, 2% SDS, pH 8.5) for 20 min at 95°C under vigorous 
shaking. Equal quantities of proteins were separated by 12.5% SDS-PAGE and transferred to 
nitrocellulose membrane (pore 0.45 μm). The blots were probed with primary antibodies 
(Supplementary Table S3) and HRP-conjugated secondary antibodies (Life Technologies). 
Detection was performed with ECLTM Prime system (GE Healthcare, Danderyd, SE). The 
GeneSys software was used to quantify immunoreactive bands on Western blot films after 


































































scanning. Signals were normalized according to the signal obtained on immunoblots probed 
with the anti-actin antibody. 
 
Microarrays 
For a given gene, a FC ≥ 2 means that the expression of this gene is at least twice as high as in 
the baseline  condition. In our case, the FC was fixed ≥ 1.4 (moderately up-regulated genes) 
or ≥ 4 (strongly up-regulated genes) and ≤ -1.4 (moderately down-regulated genes) or ≤ - 4 
(strongly down-regulated genes). Selected up- or down-regulated genes were secondarily 
validated by qRT-PCR. 
 
Functional enrichment 
GOrilla bioinformatics tool identified enriched gene ontology (GO) terms corresponding to 
biological processes in a given target list (Eden et al., 2009). The target list was compared to a 
background list corresponding to all the genes present on the microarray. This highlighted the 
different biological processes in the target list which importance was evaluated by calculating 
an enrichment score.  (Enr) according to the following formula: Enr=(b/n)/(B/N), with N the 
total number of genes present on the microarray (the background list); B: the number of these 
genes associated with a particular GO term; n: the total number of genes present on the target 
list and b: the number of genes present on the target list associated with this GO term. The 
graphical visualization was realized using the free web server REVIGO http://revigo.irb.hr/ 
(Supek et al., 2011). It summarized the long and large list of GO terms obtained with GOrilla 
by finding a representative subset of the terms using a simple clustering algorithm that relies 
on semantic similarity measures (degree of similarities between GO terms). The enrichment 
score was also taken into account to obtain a reduced list of enriched GO terms. The size of 
the areas in the resulting graphs corresponded to the enrichment score of each GO term. 
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Supplementary Table S1. 




Gene Description  Fold Change (FC) 
Corneodesmosomal protein 
 Cdsn Corneodesmosin -11 
Cornified envelope cross-linking 
 Lce1e Late cornified envelope 1E -7.2 
 Lce1a2 Late cornified envelope 1A2 -6.2 
 Lce1k Late cornified envelope 1K -4.9 
 Lce1l Late cornified envelope 1L -4.7 
 Lce1d Late cornified envelope 1D -4.5 
 Lce1a1 Late cornified envelope 1A1 -4.5 
 Lce6a Late cornified envelope 6A -4.2 
 Lce1b Late cornified envelope 1B -4.1 
Monooxygenase activity 






































































Supplementary Table S2. Primers sequences for murine cDNA amplification 
Target 
cDNA 
Forward sequence (5’-3’) Reverse sequence (5’-3’) Amplicon 
size (bp) 
Areg GCCATCATCCTCGCAGCTAT CCCGTTTTCTTGTCGAAGCC 128 
Cdsn CTGATGGCCGGTCTTATTCT GCTGTTGGAGCCAGTCTTTC 132 
Cxcl5 TGCCCTACGGTGGAAGTCAT TGCGAGTGCATTCCGCTTA 138 
Defb4 TGAGGATCCATTACCTTCTCTTCAC TGCCAATCTGTCGAAAAGCG 150 
Ereg AGCACAACCGTGATCCCATC CAAGCAGTAGCCGTCCATGT 138 
Fgf23 AGAGCCTATCCGGACACTTC CAGGGCACTGTAGATGGTCT 153 
Hprt ATACAGGCCAGACTTTGTTGGATT TCACTAATGACACAAACGTGATTCAA 111 
Il1b GCCCATCCTCTGTGACTCAT AGGCCACAGGTATTTTGTCG 230 
Il6 CGGCCTTCCCTACTTCACAA TCTGCAAGTGCATCATCGTT 187 
Klk5 GTGAATGGGTCAGACTGCCA AACATCTGCTGCCCAGACTC 200 
Klk7 TCCTGAACACTGTGAACCCC GTCACCATTGCACGTGTTGG 214 
Klk8 CAAACACCCTCAACTGTGCG GTTTCCCACAGGGGTCTGAG 204 
Klk9 GGACTCACCTTGGTGCTGTT CACAGATGATGCTCCCCGAG 227 
Klk11 GGCTGAAGAGTGACTGGAAAT TGAGGCCTGCACTCATAACC 163 
Klk13 GGGCCCACTGATTTGCAATG CCGGATCCAACGCAGGTATT 121 
Lce1e CACTGGGTGAGATACCAACAGAT ACTTTGGAGGAGGCTGGCAC 112 
Lce1k GTCTGTCCTGTGTGTCCCTC CAGAACCCAGGCTACAGCAG 190 
Lce6a AGCTGCCAAATGCTCCCATA ACCCCTAAGACAGCGAGGTT 182 









Stfa2 AGGTTTGTCAGAGGCCAGAC AGGTAGCAACCACGTCCTAC 183 
Stfa3 TCTCAAGTCGTTGCTGGACA TGGAGGTCAGCTCATCAGTC 157 
Tbp CAGTTCAGTAGCTATGAGCCAGAA GGGGTAGATGTTTTCAAATGCT 156 
Tslp AGCTTGTCTCCTGAAAATCGAG AGGTTTGATTCAGGCAGATGTT 194 
  


































































Supplementary Table S3. Commercially available primary antibodies 
 
Antibody Host Reactivity Application Dilution Supplier Reference 
Actin Mouse Human WB 1/10000 Millipore  MAB1501 
CSTA Mouse Human IF, WB 1/200 Abcam Ab10422 
Keratin 10  Rabbit Mouse IF 1/2000 Covance PRB-159P 
KLK5 Goat Human IF, WB 1/250, 1/500 R&D systems  AF1108 
KLK7 Rabbit Human IF, WB 1/100, 1/1000 GeneTex GTX103548 
KLK13 Goat Human WB* 1/200 Santa Cruz SC-20392 
* Antibody not suitable for IF 
 



























































































































































Figure S1. Quantitative RT-PCR analyses confirmed up-regulation and down-regulation of genes in the
stripped skin of Cdsnep-/- compared to control E18.5 embryos. 
(a) Relative mRNA expression of Il-6 and Areg genes in the stripped skins (SS) from Cdsnep-/- (grey squares) and 
control (white squares) E18.5 embryos. (b) Relative mRNA expression of Tslp and Ereg genes in non-stripped
(NSS) and stripped skins (SS) from Cdsnep-/- (grey squares) E18.5 embryos. (c) Relative mRNA expression of 
Lce1e, Lce1k and Lce6a genes in non-stripped (NSS) and stripped skins (SS) from Cdsnep-/- E18.5 embryos (grey 
squares) and control (white squares). The results are shown relative to the expression of the housekeeping gene 
Hprt. Each point represents a measure for one subject. Black line, mean; ****, p-value  0.0001; **, p-value  
0.01, *, p-value  0.05; ns: non-significant, n=4 for each genotype (Mann-Whitney test). 





































































































































Figure S2. Topical application of hydroxytamoxifen (4-OHTam) on the ears of Cdsniep-/- adult mice
induced an almost complete loss of Cdsn and cutaneous aspects reminiscent of the Peeling Skin Disease.  
(a) Quantitative RT-PCR analysis of Cdsn expression on ears of control and Cdsniep-/- mice after fifteen days of 
4-OHTam topical application. ****, p-value  0.0001; 11  n  16 (Mann-Whitney test). (b)
Immunofluorescence staining of ear skin sections from control and Cdsniep-/- mice after 4-OHTam topical 
application with antibodies specific to keratin 10 (K10, green) and corneodesmosin (Cdsn, red).White dotted 
line: dermo-epidermal junction. Bars = 100 ȝm. (c) Macroscopic appearance of control and Cdsniep-/- ears after 4-
OHTam topical application. (d) Hematoxylin/eosin staining of ear skin sections from control and Cdsniep-/- mice
after 4-OHTam topical application; SC: stratum corneum; LL: living layers; D: dermis. Bar = 100 ȝm. (e)
Clinical score evaluating the phenotype developed on the ears after 4-OHTam topical application. White dots
represent control mice and greys dots represent Cdsniep-/- mice. (f) Comparison of transepidermal water loss 
(TEWL) measured on the ears of control (white dots) and Cdsniep-/- mice (grey dots) after 4-OHTam topical 











































































Résultats complémentaires 1 : Enrichissements fonctionnels obtenus à partir des listes de 
gènes sous-exprimés chez les embryons E18,5 Cdsnep-/- et chez les souris adultes Cdsniep-/- 
 
1 - Processus biologiques qui prédominent dans la liste de gènes sous-exprimés (FC ≤ -1,4, p-value ≤ 
0,05) dans la peau des embryons E18,5 Cdsnep-/- (Voir Annexe 1 pour la liste des 100 premiers gènes) 
 
 
2 - Processus biologiques qui prédominent dans la liste de gènes sous-exprimés (FC ≤ -1,4, p-value ≤ 
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Figure supplémentaire : Expression des kallikréines (Klks) et des stéfines A (Stfa) dans la peau
« strippée » des embryons E18,5 Cdsniep-/-. (a) Expression relative des Klks 5, 7, 8 , 9, 11 et 13 dans les peaux 
strippées des embryons E18,5 Cdsniep-/- (carrés gris) et des embryons témoins (carrés blancs). (b) Expression 
relative des Stfa1, Stfa2 et Stfa3 dans les peaux strippées des embryons E18,5 Cdsniep-/- (carrés gris) et des 
embryons témoins (carrés blancs). L’expression a été quantifiée par qRT-PCR en normalisant les données avec
le gène de ménage Hprt. Chaque point représente un individu. La ligne noire corresponds à la moyenne ; ** : p-
value  0,01 
Résultats complémentaires 2 : 
ARTICLE 2 en collaboration
Counterregulation between thymic stromal lymphopoietin– and IL-23–driven
immune axes shapes skin inﬂammation in mice with epidermal barrier
defects
Jiagui Li, Juan Manuel Leyva-Castillo, Pierre Hener, Aurelie Eisenmann, Sarra Zaafouri,
Nathalie Jonca, Guy Serre, Marie-Christine Birling, and Mei Li
Résumé
Le trouble de la barrière épidermique est un facteur critique dans l’initiation et la recrudescence
de l’inﬂammation cutanée, en particulier dans la dermatite atopique mais aussi dans des pathologies
congénitales associées à des manifestations atopiques comme le « Peeling Skin Disease ». Les réponses
inﬂammatoires induites suite à un défaut de barrière épidermique, ainsi que les mécanismes sous-jacents,
ne sont pas complètement compris. L’objectif de cette étude a été de décortiquer les axes inﬂammatoires
et le réseau cytokinique qui se développent dans la peau de souris suite à une rupture de la barrière
épidermique. Pour cela, un modèle de souris invalidées pour la cornéodesmosine spéciﬁquement dans
les kératinocytes (par induction) a été développé (souris Cdsniep−/−). Les réponses inﬂammatoires et
l’expression de cytokines ont été analysées par histologie, immunohistochimie, ELISA et PCR quantita-
tive. Les voies inﬂammatoires induites ont pu être explorées en détail en utilisant plusieurs techniques :
diﬀérents croisements de modèles murins, utilisation d’anticorps et de réactifs bloquant des voies de si-
gnalisation, traitement par antibiotiques. Suite à un trouble de la barrière épidermique, des réponses
inﬂammatoires de type Th2 et Th17, respectivement contrôlées par TSLP et l’IL-23, se mettent en place
simultanément. Plus important encore, cette étude a montré une contre-régulation entre ces deux axes
inﬂammatoires. De plus, la signalisation via PAR2 est impliquée dans la réponse de type Th2/TSLP,
tandis que des infections bactériennes de la peau conduisent à l’induction de la voie Th17/IL-23. L’IL-1β
est également induite dans la peau des souris Cdsniep−/−. L’inhibition de la signalisation IL-1 supprime
à la fois l’expression de TSLP et d’IL-23 et améliore l’inﬂammation cutanée. Ces travaux ont permis de
démontrer que le phénotype inﬂammatoire induit suite à un dysfonctionnement de la barrière épidermique
était modulé par une contre-régulation des voies Th2/TSLP et Th17/IL-23. Cibler la voie de signalisa-
tion via l’IL-1 pourrait s’avérer être une piste thérapeutique intéressante aﬁn de contrôler l’inﬂammation
cutanée des patients atteints de Peeling Skin Disease ou d’autres pathologies liées à un trouble de la
barrière épidermique notamment la dermatite atopique.
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Mon implication dans le projet :
Antérieurement à mon arrivée au laboratoire, des souris de la lignée Cdsn « ﬂoxée » (Cdsnfl/fl) ont
été mises à disposition de l’équipe de Mei Li aﬁn de mener des recherches sur l’inﬂammation dans un
contexte de trouble chronique de la perméabilité épidermique.
J’ai participé aux travaux de révision du manuscrit qui consistaient à valider une sur-expression de
l’IL-1β dans la peau de patients atteints de PSD. Le PSD est une ichtyose très rare et la seule source
d’échantillons de peaux de patients provenait de notre laboratoire. L’équipe de Mei Li avait en charge
d’extraire des ARNs à partir de coupes paraﬃnes de peaux de patients PSD aﬁn de déterminer par
qPCR le niveau d’expression de l’IL-1β. En parallèle, par immunoblot, j’ai tenté de mettre en évidence
une augmentation de l’IL-1β à partir d’extraits protéiques d’une peau provenant d’une patiente. De
plus, j’ai proposé de réaliser des colorations au rouge de Sirius Alcalin sur les peaux aﬁn de mettre en
évidence un inﬁltrat en éosinophiles dans le derme pathologique. Cette coloration permet en eﬀet de
colorer en rose les noyaux des éosinophiles. Malheureusement, mes tentatives pour mettre en évidence
une augmentation de l’expression de l’IL-1β par immunoblot et la présence d’éosinophiles dans des peaux
de patients atteints de PSD n’ont pas abouti, le derme étant très abîmé. De plus, les coupes paraﬃnes
envoyées à nos collaborateurs n’ont pas permis d’extraire des ARNs de bonne qualité.
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Counterregulation between thymic stromal
lymphopoietin– and IL-23–driven immune axes
shapes skin inﬂammation in mice with epidermal
barrier defects
Jiagui Li, PhD,a JuanManuel Leyva-Castillo, PhD,a* Pierre Hener, BSc,a* Aurelie Eisenmann, BSc,a Sarra Zaafouri, BSc,b
Nathalie Jonca, PhD,b Guy Serre, MD,b Marie-Christine Birling, PhD,c and Mei Li, PhDa,d,e Illkirch, Toulouse, and
Strasbourg, France, and Freiburg, Germany
Background: Epidermal barrier dysfunction has been
recognized as a critical factor in the initiation and exacerbation
of skin inﬂammation, particularly in patients with atopic
dermatitis (AD) and AD-like congenital disorders, including
peeling skin syndrome type B. However, inﬂammatory
responses developed in barrier-defective skin, as well as the
underlying mechanisms, remained incompletely understood.
Objective: We aimed to decipher inﬂammatory axes and the
cytokine network in mouse skin on breakdown of epidermal
stratum corneum barrier.
Methods: We generated Cdsniep2/2 mice with corneodesmosin
ablation in keratinocytes selectively in an inducible manner. We
characterized inﬂammatory responses and cytokine expression
by using histology, immunohistochemistry, ELISA, and
quantitative PCR. We combined mouse genetic tools, antibody-
mediated neutralization, signal-blocking reagents, and topical
antibiotic treatment to explore the inﬂammatory axes.
Results: We show that on breakdown of the epidermal stratum
corneum barrier, type 2 and type 17 inﬂammatory responses are
developed simultaneously, driven by thymic stromal
lymphopoietin (TSLP) and IL-23, respectively. Importantly, we
reveal a counterregulation between these 2 inﬂammatory axes.
Furthermore, we show that protease-activated receptor 2
signaling is involved in mediating the TSLP/type 2 axis, whereas
skin bacteria are engaged in induction of the IL-23/type 17 axis.
Moreover, we ﬁnd that IL-1b is induced in skin of Cdsniep2/2
mice and that blockade of IL-1 signaling suppresses both TSLP
and IL-23 expression and ameliorates skin inﬂammation.
Conclusion: The inﬂammatory phenotype in barrier-defective
skin is shaped by counterregulation between the TSLP/type 2
and IL-23/type 17 axes. Targeting IL-1 signaling could be a
promising therapeutic option for controlling skin inﬂammation
in patients with peeling skin syndrome type B and other diseases
related to epidermal barrier dysfunction, including AD. (J
Allergy Clin Immunol 2016;nnn:nnn-nnn.)
Key words: Epidermal barrier, corneodesmosin, atopic dermatitis,
peeling skin syndrome type B, thymic stromal lymphopoietin,
IL-23, TH2, TH17, IL-1b, skin inﬂammation, mouse model
The epidermis functions as a primary defense and biosensor to
the external environment. Various abnormalities in the stratum
corneum (SC) involving structural proteins, desquamation, or
lipidmetabolism can lead to epidermal barrier dysfunction, which
has emerged as a critical factor in initiating and exacerbating skin
inﬂammation, particularly in patients with atopic dermatitis (AD)
and AD-like congenital disorders.1-4 Indeed, genetic mutations of
key players in the epidermal barrier are associated with or identi-
ﬁed for these inﬂammatory skin diseases, including ﬁlaggrin
(FLG; for AD), corneodesmosin (CDSN; for generalized peeling
skin syndrome type B [PSS-B]), LEKTI (the serine protease in-
hibitor, for Netherton syndrome [NS]), and desmoglein 1 (for
skin dermatitis–multiple severe allergies–metabolic wasting syn-
drome). Notably, these skin disorders exhibit compromised SC
barrier defects and share overlapping clinical features with AD,
including eczematoid cutaneous inﬂammation associated with
frequent bacterial colonization or infection in the skin and atopic
manifestation with allergies.2-4 These multiple lines of evidence
in human genetics have suggested a causal relationship between
primary epidermal barrier dysfunction and an AD-like inﬂamma-
tory response, which has been supported by a number of studies
using mouse models.1-3
Despite these advances, the types of inﬂammatory responses
developed in epidermal barrier–defective skin and the underlying
mechanisms remain incompletely understood. Discrepancies and
arguments exist, particularly with respect to cytokine expression
and inﬂammatory cell inﬁltrates. For example, although human
AD is generally recognized as type 2 inﬂammation (eg, expres-
sion of TH2 cytokines with an inﬁltrate of eosinophils, basophils,
and mast cells), evidence of type 17 inﬂammation (eg, expression
From aInstitut de Genetique et de Biologie Moleculaire et Cellulaire, Centre National de
la Recherche Scientiﬁque UMR7104/Institut National de la Sante et de la Recherche
Medicale U964/Universite de Strasbourg, Illkirch; bDifferenciation Epidermique et
Autoimmunite Rhumato€ıde, Centre National de la Recherche Scientiﬁque
UMR5165/Institut National de la Recherche Medicale U1056/Universite Toulouse
III, Ho^pital Purpan, Toulouse; cInstitut Clinique de la Souris, Illkirch; dthe University
of Strasbourg Institute for Advanced Study, Strasbourg; and ethe Freiburg Institute for
Advanced Studies, Freiburg.
*These authors contributed equally to this work.
Juan Manuel Leyva-Castillo, PhD, is currently afﬁliated with the Division of
Immunology, Children’s Hospital and Department of Pediatrics, Harvard Medical
School, Boston, Mass.
Supported by l’Agence Nationale de la Recherche (grant nos. ANR-13-BSV1-0024 and
ANR-15-CE14-0009), Fondation Simone et Cino Del Duca (Institut de France), the
Joint Programme of the Freiburg Institute for Advanced Studies (FRIAS) and the
University of Strasbourg Institute for Advanced Study (USIAS), Societe Franc¸aise
d’Allergologie (SFA), the Association pour la Recherche a l’IGBMC, the Centre
National de la Recherche Scientiﬁque (CNRS), the Institut National de la Sante et
de la Recherche Medicale (INSERM), and the Universite de Strasbourg (Unistra).
Disclosure of potential conﬂict of interest: The authors declare that they have no relevant
conﬂicts of interest.
Received for publication March 31, 2015; revised January 11, 2016; accepted for publi-
cation January 22, 2016.
Corresponding author: Mei Li, PhD, Institut de Genetique et de Biologie Moleculaire et
Cellulaire, Illkirch 67404, France. E-mail: mei@igbmc.fr.
0091-6749/$36.00









MBP: Major basic protein
MCPT8: Mast cell protease 8
NS: Netherton syndrome
PAR2: Protease-activated receptor 2
PSS-B: Peeling skin syndrome type B
SC: Stratum corneum
TSLP: Thymic stromal lymphopoietin
wka: Weeks after the ﬁrst tamoxifen injection
of TH17 cytokines with an inﬁltrate of neutrophils) has been pro-
vided also.5-10 In addition, studies in mouse models also reported
varied inﬂammatory types in barrier-defective skin, which were
interpreted as either type 2,11-13 type 17,14 or mixed type 2/17
inﬂammation.15,16 These seemingly contradictory reports reﬂect
the complexity and heterogeneity of the inﬂammation occurring
in barrier-defective skin, which remain poorly understood. In
view of this, a variety of biological treatments have been or are
being developed for interventions of AD and AD-like diseases.17
Better knowledge of the involved inﬂammatory axes and underly-
ing cytokine networks, particularly their crosstalk and regulation,
is currently required for the mechanistic understanding of the
pathophysiology of inﬂammatory skin diseases related to
dysfunction of the epidermal barrier and for deﬁning efﬁcient
treatment strategies.
To explore the inﬂammatory responses and cytokine axes in
barrier-defective skin, we generated Cdsniep2/2 mice, in which
tamoxifen treatment induces disruption of the SC barrier through
keratinocyte-selective ablation of the CDSN gene. Thus such an
inducible model has allowed us to analyze the dynamics of skin




CdsnL2/L2 mice18 were bred with K14-Cre-ERT2(tg/0) mice19 to obtain
K14-Cre-ERT2(tg/0)/CdsnL2/L2 mice (on a mixed genetic background of
75% C57BL/6J and 25% 129/sv). Eight to 12-week-old K14-Cre-ERT2(tg/0)/
CdsnL2/L2 mice were injected intraperitoneally with tamoxifen (0.1 mg in
100 mL of sunﬂower oil for 5 consecutive days) to generate Cdsniep2/2 mice.
Tamoxifen-injected age- and sex-matched littermate (K14-Cre-ERT2(0/0)/
CdsnL2/L2) mice were used as wild-type control mice. TslpL2/L2 mice (in a
C57BL/6J background) were previously reported.20 Par2(F2rl1)-null mice (on
a C57BL/6N genetic background) were generated at the Institut Clinique de la
Souris (Illkirch, France) from the IKMP ES cell clone EPD0592_3_D02, which
were homozygous for the knockout-ﬁrst allele F2rl1tm1a(EUCOMM)Wtsi.
Breeding and maintenance of mice were performed under institutional
guidelines, and all of the experimental protocols were approved by the animal
care and ethics committee of animal experimentation of the Institut deGenetique
de Biologie Moleculaire et Cellulaire and Institut Clinique de la Souris.
Histopathology
Mouse ears were ﬁxed overnight at 48C in 4% paraformaldehyde and
embedded in parafﬁn. Sections (3 mm) were stained with hematoxylin and
eosin or toluidine blue.
Immunohistochemistry and immunoﬂuorescence
staining
For immunohistochemistry (IHC) staining of major basic protein (MBP),
mast cell protease 8 (MCPT8), and IL-23p19, parafﬁn sections were treated
with 0.6% H2O2 to block endogenous peroxidase activity before antigen
retrieval with either Pepsin (for IHC of MBP; Invitrogen, Carlsbad, Calif)
or citric buffer (10 mmol/L citric acid, pH 6, for IHC of MCPT8 or
IL-23p19). Slides were then blocked with normal rabbit or goat serum
(Vector Laboratories, Burlingame, Calif) and incubated with primary anti-
body (see Table E1 in this article’s Online Repository at www.jacionline.
org), followed by incubation with biotinylated rabbit anti-rat IgG or
biotinylated goat anti-rabbit IgG and treatment of AB complex (Vector
Laboratories). Staining was ﬁnally visualized with AEC1 high-sensitivity
substrate chromogen solution (Dako, Glostrup, Denmark) and counter-
stained with hematoxylin.
Immunoﬂuorescence staining of thymic stromal lymphopoietin (TSLP)
was performed, as previously described,21 by using biotinylated
TSLP antibody (see Table E1), followed by incubation with CY3-
conjugated streptavidin (Jackson ImmunoResearch, West Grove, Pa). For
immunoﬂuorescence staining of CD3, CD4, CD8, NIMP14, or Escherichia
coli, 10-mm cryosections were ﬁxed in 4% paraformaldehyde, permeabi-
lized with acetone, and blocked with normal goat serum. Slides were
then incubated with primary antibody (see Table E1), followed by
CY3-conjugated goat anti-rat or donkey anti-rabbit IgG antibody (Jackson
ImmunoResearch) and mounted with Vectashield medium (Vector
Laboratories) containing 49-6-diamidino-2-phenylindole dinhydrochloride
(for nuclear staining; Invitrogen).
Quantitative RT-PCR
RNA was reverse transcribed by using random oligonucleotide hexamers
and ampliﬁed by means of quantitative PCR with a LightCycler 480
(Roche Diagnostics, Indianapolis, Ind) and the QuantiTect SYBR Green kit
(Qiagen, Hilden, Germany), according to the manufacturer’s instructions.
Relative RNA levels were calculated with hypoxanthine phosphoribosyl-
transferase as an internal control. For analyses of each set of gene expression,
an arbitrary unit of 1 was given to the samples with the highest level, and the
remaining samples were plotted relative to this value. Sequences of
PCR primers are shown in Table E2 in this article’s Online Repository at
www.jacionline.org.
ELISA
Mouse skin was chopped and homogenized with a Mixer Mill MM301
(Retsch, Dusseldorf, Germany) in lysis buffer (25 mmol/L Tris [pH 7.8],
2 mmol/L EDTA, 1 mmol/L dithiothreitol, 10% glycerol, and 1% Triton
X-100) supplemented with protease inhibitor cocktail (Roche). Protein
concentrations of skin extract were quantiﬁed by using the Bio-Rad Protein
Assay (Bio-Rad Laboratories, Hercules, Calif). TSLP, IL-23, and IL-1b levels
in skin extracts were determined with the DuoSet ELISA Development Kits
(R&D Systems, Minneapolis, Minn).
Isolation of CD41 T cells
Ear-draining lymph nodes were mechanically disrupted and ﬁltered
through a 70-mm cell strainer (BD Biosciences, San Jose, Calif). CD41
T cells were isolated with the CD41 T Cell Isolation Kit II (Miltenyi Biotec,
BergischGladbach, Germany; purity, >96%). Puritywas determined bymeans
of ﬂow cytometry with the BD LSR II Flow Cytometer.
In vivo neutralization of IL-23
Micewere injected intraperitoneally with tamoxifen once per day from day
0 to day 4. At days 4, 8, and 12,micewere intradermally injectedwith 20mg of
rat anti-mouse IL-23p19 mAb (clone G23-8; eBioscience, San Diego, Calif)
into the left ear with the same amount of isotype control antibody rat IgG1
(clone R3-34, BD Biosciences) into the right ear of the same mouse.
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In vivo blockade of IL-1 signaling
Micewere injected intraperitoneally with tamoxifen once per day from day
0 to day 4 and intraperitoneally injected with the IL-1 receptor antagonist
anakinra (10 mg/mouse/d; Kineret; Amgen, Thousand Oaks, Calif) or saline
(vehicle control) once per 2 days from day 0 to day 12. Samples were analyzed
at day 14.
Topical antibiotic treatment
Mice were injected intraperitoneally with tamoxifen from day 0 to day 4.
Amixture of broad-spectrum antibiotics containing 25mg of ampicillin, 25mg
of neomycin, 25 mg of metronidazole, and 12.5 mg of vancomycin (Sigma, St
Louis, Mo) in an aqueous cream (hydrophilic oil in water emulsion; Ultrasicc,
Hecht PharmaGmbH, Stinstedt, Germany)was topically applied on the left ear
and the same quantity of creamwas applied on the right ear of the samemouse
daily from day 0 to day 13. Samples were analyzed at day 14.
Statistical analysis
Data were analyzed with SigmaStat (Systat Software, Point Richmond,
Calif) by using the t test or Mann-Whitney rank sum test depending on results
from the Kolmogorov-Smirnov test (with Lilliefors correction) for normality
and the Levene median test for equal variance. Values shown are
means 6 SEMs.
RESULTS
Ablation of CDSN in mouse keratinocytes leads to a
complex inﬂammatory inﬁltrate in the skin
Mice lacking CDSN or with constitutive ablation of CDSN in
keratinocytes during embryo development die after birth,
exhibiting SC detachment caused by defective CDSN formation,
resulting in a defective epidermal barrier.18,22 We generated























































































































FIG 1. Inﬂammatory inﬁltrate in skin ofmicewith ablation ofCDSN in epidermal keratinocytes.A,Ear appear-
ance of wild-type control mice (CT) and Cdsniep2/2mice at 2 wka. B, Hematoxylin and eosin (H&E) staining,
IHC staining, and toluidine blue staining. Red arrows point to one of the positive cells, and empty triangles
indicate pigmented melanocytes in dermis (not antibody staining). C, Immunoﬂuorescence analyses. Red,
Fluorescent staining with antibody (white arrows point to one of the positive cells); blue, 49-6-diamidino-2-
phenylindole dinhydrochloride staining of nuclei. White dashed lines indicate the dermal/epidermal junc-
tion. Bar 5 50 mm. D, Summary of cell counts for skin-inﬁltrating immune cells. Results were obtained by
calculating the average number of positive cells per microscopic ﬁeld (at 3200 magniﬁcation; >16 ﬁelds
were counted per sample). *P < .05 and **P < .01, Student t test (n 5 4 for wild-type control mice and
n 5 6 for Cdsniep2/2mice). Data are representative of 4 independent experiments with similar results.
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K14-Cre-ERT2(tg/0)/CdsnL2/L2 mice in which tamoxifen injection
induces ablation of the CDSN gene in epidermal keratinocytes in
adult mice (calledCdsniep2/2 hereafter). As early as 2 weeks after
the ﬁrst tamoxifen injection (wka), theCdsniep2/2mice exhibited
scaly, red, thickened, and inﬂamed skin at different body sites,
including dorsal and ventral sites (see Fig E1, A, in this article’s
Online Repository at www.jacionline.org), most obviously on
the ears (Fig 1, A). As expected, transepidermal water loss was
signiﬁcantly increased in skin of Cdsniep2/2 mice (see Fig E1,
B). In addition, we observed an increase of conductance in skin
of Cdsniep2/2 mice (see Fig E1, C), which is in agreement with
the breakdown of SC in these mice. Efﬁcient ablation of the
CDSN gene was demonstrated by abolished mRNA expression
in skin of Cdsniep2/2 mice (Fig 2, A).
Histologic analyses showed that skin of Cdsniep2/2 mice at 2
wka exhibited epidermal hyperplasia and inﬂammatory cell inﬁl-
trates in the dermis (hematoxylin and eosin staining; Fig 1, B).
IHC revealed increased numbers of eosinophils, basophils, and
mast cells (Fig 1, B). Immunoﬂuorescence staining showed a
strong inﬁltrate of neutrophils, as well as CD31 T cells, in the
skin (Fig 1, C). We found many more CD41 than CD81 cells in
skin of Cdsniep2/2 mice (Fig 1, C), suggesting a helper T (rather
than cytotoxic T) cell response in skin of Cdsniep2/2 mice. Cell
counts for these inﬁltrating immune cells are summarized in
Fig 1, D. Similar results were obtained from analyses of dorsal
or ventral skin (data not shown). Note also that even though re-
sults reported herewere fromCdsniep2/2mice on a mixed genetic
background of C57BL/6J and 129/sv, similar results were gener-
ated fromCdsniep2/2mice on a BALB/c genetic background after
backcrossing with BALB/c mice (see Fig E2 in this article’s On-
line Repository at www.jacionline.org). Together, these results
indicate that ablation of CDSN in epidermal keratinocytes leads
to a complex inﬁltrate of various inﬂammatory cells into the skin.
Increased expression of TH2 and TH17 cytokines in
skin of Cdsniep2/2 mice
Cytokine expression was analyzed in skin at 2 wka by using
quantitative RT-PCR to characterize the nature of the inﬂamma-
tory responses developed in Cdsniep2/2mice. We observed a sig-
niﬁcant increase in levels of the TH2 cytokine IL-4 (although
levels of IL-5 and IL-13 tended to be higher in skin of
Cdsniep2/2 mice than in skin of wild-type control mice, which
did not reach statistical signiﬁcance; Fig 2, A). In addition,
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FIG 2. Increased expression of type 2 and type 17 cytokines in Cdsniep2/2 mouse skin. A, Quantitative RT-
PCR analysis of cytokines in ears from wild-type control mice (CT) and Cdsniep2/2 mice at 2 wka. *P < .05,
**P < .01, and ***P < .001, Student t test (n 5 6). B, Quantitative RT-PCR analysis of cytokines in CD41
T cells isolated from ear-draining lymph nodes (n 5 3). C, TSLP protein levels in ears at 2 wka (n 5 6). D,
Immunoﬂuorescence staining of TSLP. Red, Staining of anti-TSLP antibody (white arrows point to the pos-
itive staining); blue, 49-6-diamidino-2-phenylindole dinhydrochloride staining of nuclei. E, IL-23 protein
levels in ears at 2 wka (n 5 6). F, IHC staining of IL-23p19. Black arrows point to one of the positive cells.
Data are representative of 3 independent experiments with similar results.
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RNA levels of the TH17 cytokines IL-17A and IL-22 were both
increased in skin of Cdsniep2/2 mice (Fig 2, A). In addition, we
observed an increase in levels of the proinﬂammatory cytokine
IL-1b (but not TNF-a or IL-1a; Fig 2, A).
Further analyses of ear-draining lymph nodes showed a similar
increase in IL-4, IL-17, and IL-22 levels in Cdsniep2/2 mice (see
Fig E3 in this article’s Online Repository at www.jacionline.org).
Quantitative RT-PCR was performed with CD41 T cells isolated
from ear-draining lymph nodes to examine the expression of these
cytokines in T helper cells. Results showed that mRNA levels of
IL-4, IL-5, and IL-13, as well as IL-17A and IL-22, were all
signiﬁcantly higher in CD41 T cells from Cdsniep2/2 mice
(Fig 2, B); in contrast, mRNA levels of IFN-g were decreased
(Fig 2, B), thus indicating an increased TH2 and TH17 but
decreased TH1 response in skin of Cdsn
iep2/2 mice. Moreover,
in agreement with recent reports,23 IL-17A was produced not
only by TH17 cells but also by gd T cells in dermis of Cdsn
iep2/2
mice (see Fig E4 in this article’s Online Repository at www.
jacionline.org). This ﬁt well with the observation of more
CD31 T cells than CD41 T cells in dermis of Cdsniep2/2 mice
(Fig 1, D).
Because TSLP has emerged as a pro-TH2 cytokine that triggers
AD pathogenesis in mice,20,24-28 we examined TSLP expression
in skin of Cdsniep2/2 mice at 2 wka. Although TSLP mRNA
levels did not show signiﬁcant differences between skin from
wild-type control and Cdsniep2/2 mice (Fig 2, A), ELISA indi-
cated an increase in TSLP protein levels in skin of Cdsniep2/2
mice (Fig 2, C). At an earlier time point (1 wka), TSLP protein
levels in skin of Cdsniep2/2 mice already tended to increase
(although no difference was seen for mRNA levels, see Fig E5
in this article’s Online Repository at www.jacionline.org). IHC
staining detected TSLP in the suprabasal layer of the epidermis
of skin of Cdsniep2/2 mice but not in wild-type control skin
(Fig 2,D), which is consistent with previous reports in skin of hu-
man subjects or mice with AD.28,29
We next examined expression of IL-23, a key player for
promoting the type 17 immune response.30 The RNA levels of
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FIG 3. The type 2 response is dominated by the type 17 response in Cdsniep2/2mice over time. A,Wild-type
control mice (CT) and Cdsniep2/2 mice at 20 wka. B, Inﬂammatory inﬁltrate in skin of Cdsniep2/2 mice at 20
wka. Arrows point to one of the positive cells, and empty triangles indicate pigmented melanocytes in
dermis (not antibody staining). White dashed lines indicate the dermal/epidermal junction. Bar 5 50 mm.
C, Relative mRNA levels in skin. D, TSLP protein levels in ears. *P < .05 and ***P < .001, Student t test
(n 5 6 for the 2 and 5 wka groups; n 5 4 for the 20 wka group). Data are representative of 3 independent
experiments with similar results.
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shared with IL-12) were signiﬁcantly increased in skin of
Cdsniep2/2 mice (Fig 2, A). In contrast, expression of IL-12p35
(the speciﬁc subunit of the TH1-promoting cytokine IL-12) was
decreased (Fig 2, A), ﬁtting with the decreased TH1 response
(Fig 2, B). ELISA analyses conﬁrmed the increase in IL-23 pro-
duction in skin of Cdsniep2/2 mice (Fig 2, E). IHC staining
showed many more IL-23p19–expressing cells in the dermis of
Cdsniep2/2 mice than in wild-type control skin (Fig 2, F). Note
that IL-23p19 levels in ear-draining lymph nodes were not
different between skin of wild-type control and Cdsniep2/2
mice (see Fig E3), suggesting that induction of IL-23 expression
on barrier disruption occurs mainly in the skin.
Taken together, these data suggest that on ablation of CDSN in
epidermal keratinocytes, the skin develops a mixed type 2/17
inﬂammatory response.
The type 2 response is dominated by the type 17
response over time
We observed that with time, ear and body skin (dorsal and
ventral) of Cdsniep2/2 mice remained scaly and inﬂamed, and a
progressive dry and scaly phenotype also appeared on tails
(Fig 3, A). Comparison of global clinical scores (evaluated in
5 body sites) and, in particular, ear clinical scores between
wild-type control and Cdsniep2/2 mice at 2 and 20 wka are
shown in Fig E6, A, in this article’s Online Repository at
www.jacionline.org. Moreover, we observed that Cdsniep2/2
mice exhibited more frequent colonization by Staphylococcus
aureus, which was identiﬁed by the outgrowth of staphylococci
in the selective plate (Mannitol Salt 2 Agar) from ear swab cul-
tures of Cdsniep2/2 but not wild-type control mice (see Fig E7
in this article’s Online Repository at www.jacionline.org),
which were further conﬁrmed to be S aureus by using the Pas-
torex Staph Plus Kit (data not shown; Bio-Rad Laboratories).
Such an observation is in good agreement with the known
fact that S aureus heavily colonizes the skin of patients with
PSS-B,31 NS,32 or AD.33
Histologic analysis of ear samples at 20 wka showed an intense
accumulation of neutrophils; however, there were much fewer
eosinophils and basophils when compared with 2 wka (Fig 3, B,
and see Fig E8, A, in this article’s Online Repository at www.
jacionline.org, and compare with Fig 1, B-D). The mRNA expres-
sion analysis of ears of Cdsniep2/2 mice at 20 wka showed a
further increase in IL-17A, IL-22, and IL-23p19 and IL-23/
12p40 expression relative to 2 wka (Fig 3, C). In contrast, expres-
sion of IL-4 was almost completely abolished (Fig 3,C). Of inter-
est, TSLP levels in skin of Cdsniep2/2 mice exhibited a
continuous decrease with time (Fig 3, D). From these dynamic
changes in cytokine expression and inﬂammatory inﬁltrate in
skin of Cdsniep2/2mice, we reason that the type 17 inﬂammation
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FIG 4. Blockade of IL-23 suppresses the type 17 but enhances the type 2 inﬂammatory response inCdsniep2/2
mice. A, Experimental protocol. i.d., Intradermal; i.p., intraperitoneal. B, Quantitative RT-PCR analysis of
cytokines. C, TSLP protein levels in ears. *P < .05, paired t test (n 5 5). Arrows connect paired samples
from the same mouse (one ear treated with isotype antibody and another ear treated with anti–IL-23p19
antibody). D, Hematoxylin and eosin (H&E), immunoﬂuorescence, and IHC staining of ear sections.
Arrows point to one of the positive cells, empty triangles indicate pigmented melanocytes in dermis (not
antibody staining), and white dashed lines indicate the dermal/epidermal junction. Bar 5 50 mm. Data are
representative of 3 independent experiments with similar results.
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Blockade of IL-23 suppresses the type 17 response
but enhances TSLP expression and the type 2
inﬂammatory response
To test whether the type 2 response could be repressed by the
type 17 response in skin of Cdsniep2/2 mice, we sought to block
IL-23 with a neutralizing anti–IL-23p19 antibody (Fig 4, A).
Although the clinical score evaluation from the treated ear did
not show a signiﬁcant difference (see Fig E6, B), the in vivo
blockade of IL-23 led to a signiﬁcant decrease in IL-17A and
IL-22 expression in skin of Cdsniep2/2 mice, which is in
agreement with the role of IL-23 in promoting the type 17
response (Fig 4, B).30 Interestingly, IL-4 expression (Fig 4, B)
and TSLP production (Fig 4, C) were found to both be
increased. Consistent with this ﬁnding, the skin exhibited a
reduced neutrophil inﬁltrate in the dermis. However, more
basophils were observed on the IL-23 blockade, even though
eosinophil numbers were not apparently different (Fig 4, D,
see Fig E8, B, for cell counts).
Thus these data indicate that IL-23 is the driver for type 17
inﬂammation in skin of Cdsniep2/2mice and moreover show that
blockade of the IL-23/type 17 axis enhances TSLP expression and
aggravates type 2 inﬂammation.
Topical antibiotic treatment reduces the IL-23/type
17 axis but enhances TSLP expression and the type
2 inﬂammatory response
Breakdown of the epidermal barrier could render the skin more
susceptible to the commensal and/or pathogenic microbiome,
such as S aureus, thereby inducing the IL-23/type 17 axis.34 To
examine the involvement of bacterial skin ﬂora in the inﬂamma-
tory phenotype of Cdsniep2/2 mice, we treated mouse ears with
broad-spectrum antibiotics35 to eliminate most of the bacteria
on the skin surface (Fig 5, A). IHC staining of anti–E coli36 indi-
cated an efﬁcient suppression of bacteria in antibiotic-treated ears
(see Fig E9, A, in this article’s Online Repository at www.
jacionline.org), and disc diffusion antibiotic sensitivity tests
conﬁrmed that S aureus colonized in skin of Cdsniep2/2 mice
was sensitive to the antibiotic solution (data not shown). On
topical treatment with antibiotics, ear clinical scores tended to
decrease (Fig E6, C). RNA analyses showed that expression of
IL-23, IL-17A, and IL-22 was attenuated on the one hand and
that expression of TSLP and IL-4 was enhanced on the other
hand (Fig 5, B and C). Consistently, fewer neutrophils but more
basophils were observed in skin of Cdsniep2/2mice on antibiotic
topical treatment (see Fig E8, C, and E9, B). These results are
reminiscent of those observed on IL-23 blockade (Fig 4), which
further suggest that the IL-23/type 17 axis represses TSLP expres-
sion and type 2 inﬂammation.
Ablation of TSLP in keratinocytes abolishes the
type 2 response but aggravates IL-23 expression
and the type 17 response
Next, we examined whether TSLP is the driving factor for the
type 2 response in skin of Cdsniep2/2 mice. K14-Cre-ERT2(tg/0)/
CdsnL2/L2 mice were bred with TslpL2/L2 mice20 to obtain K14-
Cre-ERT2(tg/0)/CdsnL2/L2/TslpL2/L2 mice, which generated mutant
micewith concomitant ablation ofCDSN andTSLP in keratinocytes
on tamoxifen injection (calledCdsniep2/2/Tslpiep2/2 hereafter). In-
duction of TSLPwas abolished in the skin ofCdsniep2/2/Tslpiep2/2
mice, indicating that TSLP is efﬁciently ablated in keratinocytes
(Fig 6, A). Ear clinical scores at 2 wka had a tendency to be lower
in Cdsniep2/2/Tslpiep2/2 mice (see Fig E6, D). Quantitative RT-
PCR analyses at 2 wka found that the increase in IL-4 levels was
abolished in skin of Cdsniep2/2/Tslpiep2/2 mice (Fig 6, B). In
contrast, mRNA levels of IL-17A, IL-22, IL-23p19, and IL-23/
12p40 were all further increased in skin of Cdsniep2/2/Tslpiep2/2
mice relative to skin of Cdsniep2/2 mice (Fig 6, B). Histologic and
IHC analyses of ear sections showed a decrease in eosinophil and
particularly basophil counts in skin of Cdsniep2/2/Tslpiep2/2 mice
when compared with skin of Cdsniep2/2 mice, whereas the neutro-
phil inﬁltrate remained intense in skin of Cdsniep2/2/Tslpiep2/2
mice (Fig 6, C, and see Fig E8, D, for cell counts). These results
indicate that keratinocytic TSLP is the key driver for the type 2
response in skin ofCdsniep2/2mice and that ablation of TSLP leads
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FIG 5. Topical antibiotic (ABX) treatment attenuates the IL-23/IL-17 axis but
enhances the expression of TSLP and IL-4 in skin of Cdsniep2/2 mice.
A, Experimental protocol. i.p., Intraperitoneal. B, IL-23 and TSLP protein
levels in ears. Arrows connect paired samples from the same mouse
(one ear without and another ear with ABX treatment). *P < .05 and
**P < .01, paired t test (n5 5). C, Quantitative RT-PCR analyses of cytokines
in the skin (n 5 5). Data are representative of 2 independent experiments
with similar results.
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Ablation of protease-activated receptor 2 reduces
the TSLP/type 2 axis but enhances the IL-23/type 17
axis
Recently, it has been shown that TSLP production in epithelial
cells is associated with protease-activated receptor 2 (PAR2)
signaling.13,37-39 To examine whether PAR2 signaling mediates
the TSLP/type 2 axis in skin of Cdsniep2/2 mice, K14-Cre-
ERT2(tg/0)/CdsnL2/L2 mice were crossed with Par2-null mice to
generate Cdsniep2/2/Par2-null compound mice. Results showed
that in these mice the expression of TSLP and IL-4 was greatly
diminished (Fig 7) accompanied by a reduced basophil and eosin-
ophil inﬁltrate (see Fig E10 in this article’s Online Repository at
www.jacionline.org and see Fig E8, E, for cell counts). Moreover,
similar towhatwas observed in skin ofCdsniep2/2/Tslpiep2/2mice,
expression of IL-23, IL-17A and IL-22 was increased in skin of
Cdsniep2/2/Par2-null mice (Fig 7, A). These results indicate that
PAR2 signaling is involved in induction of the TSLP/type 2 axis
in skin of Cdsniep 2/2 mice and that ablation of PAR2 results in
exaggeration of the IL-23/type 17 inﬂammatory axis.
Inhibition of IL-1 signaling by anakinra suppresses
both TSLP and IL-23 expression
Having observed from the cytokinemRNA expression analyses
that IL-1bwas signiﬁcantly induced in skin ofCdsniep2/2mice at
2 wka (Fig 2, A) and 20 wka (Fig 3, C), using ELISA, we further
conﬁrmed that IL-1b protein levels were highly increased in skin
of Cdsniep2/2 mice (Fig 8, A). We then tested whether there is a
role for IL-1b in skin inﬂammatory responses of Cdsniep2/2
mice. IL-1 signaling was blocked by intraperitoneal injection of
anakinra, a recombinant IL-1 receptor antagonist, which has
been used clinically for the treatment of a number of inﬂamma-
tory diseases, such as rheumatoid arthritis (Fig 8, B).40 Strikingly,
anakinra treatment ameliorated the inﬂammatory skin phenotype
in Cdsniep2/2 mice, as shown by signiﬁcantly decreased ear and
global clinical scores (see Fig E6, E). Further analyses showed
that anakinra efﬁciently blocked both the TSLP/IL-4 and IL-23/
IL-17/IL-22 cytokine axes (Fig 8, C andD), and correspondingly,
it suppressed the inﬁltrate of eosinophils, basophils, and neutro-
phils (Fig 8, E, and see Fig E8, F, for cell counts). These data
reveal that IL-1b plays a critical role in induction of both TSLP
and IL-23 expression and that blockade of IL-1 signaling effec-
tively reduces skin inﬂammation in Cdsniep2/2 mice.
DISCUSSION
We have shown that on breakdown of the epidermal SC
barrier, the skin develops simultaneous type 2 and type 17
inﬂammatory responses driven by TSLP and IL-23, respectively.


















































































































FIG 6. TSLP ablation abolishes type 2 but enhances type 17 inﬂammatory responses in skin of Cdsniep2/2
mice. A, TSLP protein levels in ears at 2 wka (n 5 4). B, Quantitative RT-PCR analysis of cytokines at 2
wka. *P < .05 and **P < .01, Student t test (n 5 6). C, Hematoxylin and eosin (H&E), immunoﬂuorescence,
and IHC staining of ear sections at 2 wka. Arrows point to one of the positive cells, empty triangles indicate
pigmented melanocytes in dermis (not antibody staining), and white dashed lines indicate the dermal/
epidermal junction. Bar5 50 mm. Data are representative of 3 independent experiments with similar results.
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the IL-23/type 17 axis represses TSLP on one side while the
TSLP/type 2 axis represses IL-23 on the other side, and
provided further evidence that PAR2 signaling is involved in
mediating the TSLP/type 2 axis while skin bacteria are engaged
in induction of the IL-23/type 17 axis. Finally, we have found
that IL-1b crucially regulates both TSLP and IL-23 expression


























































FIG 7. PAR2 is involved in induction of the TSLP/IL-4 axis in skin of Cdsniep2/2mice. A, Quantitative RT-PCR
analyses of ears at 2 wka. nd, Not detected. B, TSLP protein levels in ears. *P < .05, Student t test (n 5 4 for
the Par2-null group and n 5 5 for the other groups). Data are representative of 2 independent experiments
with similar results.
i.p. injection of saline or Anakinra 
D0 D2 D4 D8D6 D10 D12
D0 D4
































































































































2 wka Cdsniep-/- 
20 wka CT
20 wka Cdsniep-/- 
FIG 8. Inhibition of IL-1 signaling diminishes both TSLP/IL-4 and IL-23/IL-17 inﬂammatory axes in skin of
Cdsniep2/2mice. A, IL-1b protein levels in ears at 2 and 20 wka (n5 6 for 2 wka groups and n5 4 for 20 wka
groups). B, Experimental protocol. i.p., Intraperitoneal. C,Quantitative RT-PCR analyses of cytokines in skin.
*P < .05 and **P < .01, Student t test (n5 4). D, TSLP protein levels in ears (n5 4). E, Hematoxylin and eosin
(H&E), immunoﬂuorescence, and IHC staining of ear sections at 2 wka. Arrows point to one of the positive
cells, empty triangles indicate pigmented melanocytes in dermis (not antibody staining), and white dashed
lines indicate the dermal/epidermal junction. Bar 5 50 mm. Data are representative of 3 independent exper-
iments with similar results.
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Our study suggests that the outcome of the inﬂammatory
phenotype in barrier-defective skin is shaped by crosstalk
between the TSLP/type 2 and IL-23/type 17 immune axes. This
should help to resolve the controversies on the TH2 versus TH17
inﬂammation from mouse and human studies on AD and AD-
like congenital diseases, thus broadening our understanding of
the complexity and heterogeneity of inﬂammatory responses in
barrier-defective skin. Although our study is based on a mouse
model with CDSN deﬁciency (a cause for human PSS-B),31
such a counterregulation between TSLP- and IL-23–driven axes
might represent a common mechanism in various mouse models
related to epidermal barrier dysfunction. Supporting this
speculation, in an AD mouse model (ﬂaky tail mice) dominant
TH2 and TH17 features were reported at an early and later stage,
respectively12,14; in addition, both TH2 and TH17 features have
been characterized recently in an NS mouse model.16
We have identiﬁed S aureus colonization in skin of Cdsniep2/2
mice, as universally occurs in human patients with PSS-B, NS,
and AD. Our data showed that topical administration of antibi-
otics that eliminate skin bacteria, including S aureus, suppresses
the IL-23/type 17 axis, which is in agreement with the role of S
aureus in induction of the IL-23/type 17 inﬂammatory axis.34
Interestingly, antibiotic treatment led to enhancement of the
TSLP/type 2 response, which differs from previous reports that
S aureus promoted TH2-type inﬂammation through TSLP
41 or
mast cell activation.42 Rather, our results suggest that factors
other than skin bacteria (eg, endogenous or exogenous proteases)
contribute to induction of the TSLP/IL-4 axis, although we do not
rule out the possibility that S aureusmight somehow induce TSLP
or IL-4. It will be interesting to study further the dysbiotic pattern
in skin of Cdsniep2/2 mice and to deﬁne the contribution of
S aureus and other bacterial ﬂora to skin inﬂammatory
pathogenesis, such as by using antibiotics speciﬁc for bacterial
species or gnotobiotic mice.
Nevertheless, our data suggest a potential mechanism for the
hygiene hypothesis, which posits that improved hygiene is
associated with a reduction in type 17 immune responses but an
increased risk of type 2–related diseases, such as AD. This is
supported by a previous study showing that the absence of
microbiota under germ-free conditions enhanced TSLP expression
in micewith loss of Notch signaling.43 One might thus assume that
interventions, such as strict asepsis or topical antibiotic treatment,
which are used for patients with PSS-B, NS, and AD because of
recurrent bacterial colonization and superinfection,31-33 might
risk enhancement of the TSLP/type 2 response.
One question raised by our study is how TSLP is induced in
barrier-defective skin. We showed that PAR2-mediated signaling
represents a major, if not the only, trigger of TSLP expression in
skin of Cdsniep2/2mice, which is in keeping with recent reports in
mousemodels ofNS37 orAD.44 It is recognized thatmutation of the
SPINK5 gene in patientswithNS leads to uncontrolled protease ac-
tivity and thus directly activates PAR2.13,37 In addition, an increase
in skin pH, a feature in humanADwithFLGmutations and in amu-
rine model of FLG deﬁciency, might also contribute to activate SC
proteases.45 But how could PAR2 signaling be activated in skin of
Cdsniep2/2mice?We observed that kallikrein 14, one of the endog-
enous ligands of PAR2, exhibits higher expression in skin of
Cdsniep2/2 mice (see Fig E11 in this article’s Online Repository
at www.jacionline.org), further supporting that TSLP induction
could be due to endogenous PAR2 activation. Whatever the mech-
anism, we believe that PAR2/TSLP/IL-4 is a cascade commonly
involved in promoting the type 2 response in human subjects or
mice with inﬂammatory diseases related to skin barrier defects.
However, this differs from a recent report showing that the TH2
response was driven by Corynebacterium bovis colonization in a
mouse model with Sox9Cre-mediated ablation of a disintegrin
and metalloproteinase 17 (ADAM17).46 In those mice antibiotic
treatment reduced both TH2 and TH17 cell numbers. In our case
C bovis colonization was not detected from ear swabs of
Cdsniep2/2mice (performed by IDEXXBioResearch, et Med La-
bor Gmbh, Ludwigsburg, Germany; data not shown). It remains
unclear whether colonization of C bovis is a feature related in
particular to ADAM17 deﬁciency and whether the TH2 response
in ADAM17-deﬁcient mice is mediated by TSLP. The differences
in Cdsniep2/2 and ADAM17-deﬁcient mice could be due to the
different nature of their skin barrier defects: a primary defect in
the SC barrier in the former versus a possible secondary barrier
defect in the later (eg, resulting from defective release of TNF-a).
Our ﬁnding that TSLP production in keratinocytes is negatively
regulated by the IL-23/type 17 inﬂammatory axis adds a new
regulating pathway between type 17 and type 2 responses. It
remains yet to be deﬁned inCdsniep2/2micewhich component of
the IL-23/type 17 axis represses TSLP production and how it does
so. Interestingly, a recent study reported that IL-17A inhibited
TSLP production in human skin explants.47 Thus a similar
mechanism might exist in both mice and human subjects, but
this needs to be further explored at the molecular level.
On the other hand, TSLP negatively regulates the IL-23/type 17
axis. There can be several interpretations.
First, given that skin bacteria play an important role in
induction of the IL-23/IL-17 response, the aggravated IL-23/
type 17 axis in Cdsniep2/2/Tslpiep2/2 mice might reﬂect a
higher susceptibility to certain skin bacteria. Indeed, we
observed more frequent colonization of S aureus in the skin of
Cdsniep2/2/Tslpiep2/2 mice (data not shown). Interestingly, hu-
man TSLP was reported to exert antimicrobial activity,48,49 but
whether mouse TSLP has such a feature remains to be explored.
Second, TSLP might directly inhibit IL-23 expression in
dermal dendritic cells/macrophages.50
Third, TSLP downstream signals, such as IL-4, might inhibit
IL-23 expression. This is supported by recent reports that IL-4
mediated IL-23/TH17 silencing in mice
51 and that IL-4 inhibits
IL-23 in human primary dendritic cells.52
The fact that blockade of one of the TSLP/type 2 and IL-23/
type 17 axes leads to aggravation of the other suggests that
application of the cytokine-based targeting strategies in patients
with inﬂammatory skin diseases, including anti-TSLP therapy in
patients with AD53 or anti–IL-23/IL-17 in patients with AD and
psoriasis,53,54 deserve more careful evaluation. In addition, it
will be important to explore the counterregulatory mechanism
in other barrier epithelia, such as the airways and intestine,55,56
where TSLP- and IL-23–driven pathways are involved in
homeostasis and inﬂammatory conditions and anti-TSLP or
anti–IL-23 therapies have been developed or are under
development for treating a number of inﬂammatory diseases,
including asthma and inﬂammatory bowel disease.57,58 We found
that blockade of IL-1 signaling by anakinra signiﬁcantly
ameliorates the inﬂammatory skin phenotype in Cdsniep2/2
mice, with reduced expression of both TSLP and IL-23 and
diminished type 2/17 inﬂammation. Thus this ﬁnding provides
encouraging insight into the hypothesis that blocking IL-1
signaling could be an efﬁcient approach for treating skin
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inﬂammation in patients with PSS-B, which is advantageous than
targeting the individual TSLP/type 2 or IL-23/type 17 axis.
Finally, our ﬁndings strongly urge clinical studies. First, it
remains to be examined whether a complex type 2/type 17
inﬂammatory phenotype is a feature of patients with PSS-B,
although this has been reported in patients with AD or NS,5-10
who all share SC barrier defects and overlapping clinical features.
Second, it will be interesting to perform kinetic studies during
the disease course to investigate how various environmental factors
(eg, skin ﬂora, antibiotic treatment, and protease allergens) affect
the inﬂammatory phenotype, as suggested by our mouse data.
Third, it will be important to examine IL-1b expression in
patients with PSS-B and to test the effects of anakinra and/or other
IL-1–blocking reagents in treating the skin inﬂammation of these
patients. Notably, anakinra has been used clinically for the
treatment of a number of inﬂammatory diseases, such as
rheumatoid arthritis.40 However, there is not yet a clinical study
reported on anakinra efﬁcacy in patients with AD and AD-like
congenital disorders.17 Actually, the increased IL-1b expression
has been observed in human patients with NS13 and AD.45 Thus
we propose that targeting IL-1 might have broad potential for
the treatment of various inﬂammatory skin diseases related to
epidermal barrier dysfunction.
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Key messages
d Type 2 and type 17 inﬂammatory responses are induced
simultaneously in mouse skin on breakdown of the
epidermal SC barrier.
d TSLP and IL-23 drive type 2 and 17 inﬂammatory re-
sponses, respectively.
d PAR2 signaling is involved in mediating the TSLP/type 2
axis, whereas skin bacteria are engaged in induction of
the IL-23/type 17 axis.
d The TSLP/type 2 and IL-23/type 17 axes counterregulate
each other.
d Blockade of IL-1 signaling suppresses both TSLP and IL-
23 expression and ameliorates skin inﬂammation.
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FIG E1. A,Appearance of wild-type control mice (CT) and Cdsniep2/2mice at 2 wka. B, Transepidermal water
loss (TEWL) of skin on the dorsal area, as determined by using a DermaLab (Cortex Technology, Hadsund,
Denmark). Values recorded were means over the last 8 cycles of measurement. Measurements were per-
formed at an ambient temperature of 218C to 228C and humidity of 50% 6 5%. C, Skin superﬁcial hydration
measured with Moisture Module of DermaLab (Cortex Technology) on mouse ears. Values recorded were
means of the last 3 measurements in the measurement sequence. Results show increased conductance in
skin of Cdsniep2/2 mice in agreement with breakdown of the SC in these mice.
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FIG E2. A, Appearance of wild-type control mice (CT) and Cdsniep2/2mice on a BALB/c genetic background
at 2 wka. B, Hematoxylin and eosin (H&E) staining, IHC staining with MBP (for eosinophils) or MCPT8 (for
basophils), and immunoﬂuorescence analyses of NIMP-R14 (for neutrophils), CD4, or CD8 on ear sections.
For MBP and MCPT8 IHC, dark red corresponds to staining with antibody (red arrows point to one of the
positive cells); for immunoﬂuorescence staining, red corresponds to ﬂuorescent staining with antibody
(white arrows point to one of the positive cells), and blue corresponds to 49-6-diamidino-2-phenylindole din-
hydrochloride staining of nuclei. Bar 5 50 mm. Data are representative of 3 independent experiments with
similar results.
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FIG E3. Quantitative RT-PCR analysis of cytokine expression in ear-draining
lymph nodes from wild-type control mice (CT) and Cdsniep2/2 mice at 2
wka. *P < .05 and **P < .01, Student t test. Values are means 6 SEMs
(n 5 6 mice per group). Data are representative of 3 independent experi-
ments with similar results.
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FIG E4. Intracellular staining with IL-17A antibody of dermal cells from wild-type control mice (CT) and
Cdsniep2/2 mice at 2 wka. Frequency (left panel) and number (right panel) of IL-17A1 T-cell receptor b1,
IL-17A1 T-cell receptor gdint, and IL-17A1 T-cell receptor gdhi T cells in dermis are shown. **P < .01 and
***P < .001, Student t test. Values in the right panel are means 6 SEMs (n 5 3 per group).
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FIG E5. TSLP RNA (left) and protein (right) levels in ears from wild-type
control mice (CT) and Cdsniep2/2 mice at 1 wka (n 5 3 per group). Data
are representative of 2 independent experiments with similar results.
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FIG E6. Comparison of global clinical scores (evaluated in 5 body sites) and ear clinical scores in different
experimental settings. Global clinical scores of mice were measured by assessing the severity and extent of
lesions (see Plant JD, Gortel K, Kovalik M, Polissar NL, Neradilek MB. Development and validation of the
Canine Atopic Dermatitis Lesion Index, a scale for the rapid scoring of lesion severity in canine atopic
dermatitis. Vet Dermatol 2012;23:515-e103), according to 2 parameters, parameter 1 (including erythema,
excoriation, and erosion) and parameter 2 (including alopecia, licheniﬁcation, and hyperpigmentation), at 5
different body sites: the head and ear, forefeet, hind feet, ventral thorax and axillae, and ventral abdomen
and inguinal region. The severity and extent of lesions of the 2 parameters at each body site were graded as
0 (none), 1 (mild), 2 or 3 (moderate), or 4 or 5 (severe and extensive lesions), with a maximum score of 50.
The ear clinical score was evaluated by using 5 parameters (modiﬁed from Severity scoring of atopic
dermatitis: the SCORAD index. Consensus Report of the European Task Force on Atopic Dermatitis.
Dermatology 1993;186:23-31): redness, swelling, oozing/crusting, scratch marks, and skin thickening. The
intensity of each parameter was given as none (0), mild (1), moderate (2), or severe (3), with a maximum
score was 15. Values shown are means 6 SEMs (A: n 5 6 for 2 wka groups and n 5 4 for 20 wka groups; B
and C: n 5 5; D: n 5 6; E: n 5 4). *P < .05 and **P < .01.
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FIG E7. Identiﬁcation of Staphylococcus aureus from ear swabs of
Cdsniep2/2 mice. Cultures obtained with ears swabs of wild-type control
mice (CT) and Cdsniep2/2 mice were plated on Tryptic Soy Agar (TSS)
plus 5% sheep’s blood (nonselective for bacteria; Biomerieux, Marcy
l’Etoile, France), Mannitol Salt 2 Agar (MSA; selective isolation of
staphylococci; Biomerieux), or Columbia CNA Agar (CNA) plus 5% sheep’s
blood (selective for gram-positive bacteria; Biomerieux). Streptococci were
identiﬁed as small, white to grayish colonies grown in TSS and CNA plates
but not grown in MSA plates; staphylococci were identiﬁed as colonies
selectively grown in MSA plates, as well as large and white colonies grown
in TSS and CNA plates. Results show the outgrowth of streptococci from
wild-type control mice and staphylococci from Cdsniep2/2 cultures.
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FIG E8. Comparison of counts for skin-inﬁltrating immune cells in different experimental settings. Results
were obtained by calculating the average number of positive cells per microscopic ﬁeld (at 3200
magniﬁcation; >12 ﬁelds were counted per sample). *P < .05 and **P < .01, Student t test. Values are
means 6 SEMs (A and F: n 5 4 per group; B, C, and E: n 5 5 per group; D: n 5 6 per group). Data are repre-
sentative of 3 independent experiments with similar results.
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FIG E9. A, Efﬁcient suppression of bacteria in antibiotic (ABX)–treated skin, as shown by means of immu-
noﬂuorescence staining of bacterial products with an anti–E coli lysate antibody on ear sections from wild-
type control mice (CT) and Cdsniep2/2mice treated with (1) or without (w/o) ABX. B, Fewer neutrophils but
more basophils were found in skin of Cdsniep2/2 mice on ABX topical treatment. In immunoﬂuorescence
staining red corresponds to staining with antibody (white arrows point to one of the neutrophils), whereas
blue corresponds to 49-6-diamidino-2-phenylindole dinhydrochloride staining of nuclei.White dashed lines
indicate the dermal/epidermal junction. In IHC staining dark red corresponds to staining with antibody (red
arrows point to one of the positive cells), and empty triangles indicate pigmented melanocytes in dermis
(not antibody staining). Bar 5 50 mm. Data are representative of 2 independent experiments with similar
results.
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FIG E10. Reduced basophil and eosinophil inﬁltrate, but not neutrophil inﬁltrate, in Cdsniep2/2 Par2-null
mice at 2 wka. In IHC staining red arrows point to one of eosinophils or basophils (dark red corresponds
to staining with antibody), and empty triangles indicate pigmented melanocytes in dermis. In immunoﬂu-
orescence staining white arrows point to one of the neutrophils (red corresponds to ﬂuorescent staining
with antibody, and blue corresponds to 49-6-diamidino-2-phenylindole dinhydrochloride staining of nuclei).
White dashed lines indicate the dermal/epidermal junction. Bar 5 50 mm. Data are representative of 2 inde-
pendent experiments with similar results.
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FIG E11. Quantitative RT-PCR analysis of kallikrein (KLK) 14, KLK7, and
KLK5 expression in ears from wild-type control mice (CT) and Cdsniep2/2
mice at 2 wka, showing a signiﬁcant increase in KLK14 expression in skin
of Cdsniep2/2 mice. *P < .05, Student t test. Values are means 6 SEMs
(n5 4mice for the CT group; n5 6 for the Cdsniep2/2 group). Data are repre-
sentative of 3 independent experiments with similar results.
J ALLERGY CLIN IMMUNOL
VOLUME nnn, NUMBER nn
LI ET AL 12.e11
TABLE E1. Antibodies used for IHC analysis: Primary antibodies
Antibody Vendor Clone Isotype
CD3 BD Biosciences Clone 17A2 IgG2b
CD4 BD Biosciences Clone GK1.5 IgG2b
CD8 BD Biosciences Clone 53-6.7 IgG2a
NIMP-R14 Abcam, Cambridge, United Kingdom NIMP-R14 IgG2b
Anti–E coli Dako Rabbit polyclonal —
TSLP R&D Systems Biotinylated goat polyclonal —
MBP Provided by Dr James J. Lee, Mayo Clinic, Rochester, Minn Rat anti-mouse mAb IgG1
MCPT8 BioLegend, San Diego, Calif Clone TUG8 IgG2a
IL-23p19 Abcam Rabbit polyclonal —
J ALLERGY CLIN IMMUNOL
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TABLE E2. Sequences of the primers used for quantitative RT-
PCR analysis

















































F, Forward; HPRT, hypoxanthine phosphoribosyltransferase; R, reverse.
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Aﬁn de mieux comprendre l’ensemble des mécanismes physiopathologiques en jeu dans
le PSD, j’ai réalisé l’étude comparative du transcriptome cutané de deux modèles mu-
rins invalidés pour la cornéodesmosine. De façon intéressante, l’analyse transcriptomique
montre que ces deux modèles tous deux déﬁcients pour la Cdsn génèrent des signatures
d’expression génique très diﬀérentes mais toujours en lien avec une réponse de restaura-
tion de la barrière cutanée. Les résultats de cette étude comparative ont fait l’objet d’un
manuscrit soumis pour publication nommé article 1 dans la partie résultats. A l’issu de
cette étude, nous pouvons conclure que le modèle inductible Cdsniep−/− est plus proche
des patients PSD que le modèle d’embryons E18,5 Cdsnep−/−. Il présente ainsi un intérêt
thérapeutique dont je discuterai par la suite. Toutefois, le modèle Cdsnep−/− a quant à
lui un intérêt plus fondamental qui n’est pas négligeable et apporte(ra) bon nombre de
réponses sur les premiers évènements moléculaires qui se mettent en place dans le PSD.
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Chapitre 1
Les réponses moléculaires induites
au cours des phases précoce et
chronique du PSD
1.1 Une réponse cytokinique pro-inﬂammatoire in-
duite rapidement suite au défaut de barrière épi-
dermique
Chez les embryons E18,5 Cdsnep−/−, suite à un trouble aiguë de la perméabilité épi-
dermique induit par un « tape-stripping », une réponse inﬂammatoire essentiellement
caractérisée par l’expression d’Il-1β, Tslp, Il-6 et Cxcl5 se met en place en moins de 4h.
Cette réponse en cytokines est certainement induite suite au décollement de la couche
cornée. A ce stade de l’étude, nous ne pouvons pas conclure sur les types cellulaires ayant
répondu à ce stress mécanique. S’agit-il uniquement d’une réponse des kératinocytes épi-
dermiques ou également des cellules immunitaires présentes dans le derme ? Nickoloﬀ et
al. ont montré que la perturbation de la fonction « barrière » de l’épiderme induite direc-
tement sur la peau d’individus sains par « tape-stripping » répétés (environ 80 à 100 fois)
induisait dans l’épiderme une augmentation au niveau transcriptionnel de l’expression de
cytokines inﬂammatoires telles que TNF-α, IL-8 et IL-10 (Nickoloﬀ and Naidu, 1994). En
revanche, aucune augmentation de l’expression de ces cytokines n’a été observée dans le
derme. De plus, cette réponse inﬂammatoire est induite seulement quelques heures après
le dernier « strip ». Ces données sont renforcées par le travail de Wood et al, qui a démon-
tré qu’un trouble de la barrière épidermique entrainait une augmentation de l’expression
des gènes codant Tnf-α, Il-1α et Il-1β dans des épidermes de souris (Wood et al., 1997).
Nous pouvons ainsi supposer que dans notre modèle murin KO Cdsn, les kératinocytes
sont les premières cellules à répondre au décollement de la couche cornée.
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Dans le cadre d’une collaboration internationale, Marie Reynier, post-doctorante au
laboratoire, a développé un modèle d’épiderme reconstruit humain dans lequel l’expression
de la CDSN est inhibée par interférence à l’ARN (ERH shCDSN) (résultats non publiés).
Au niveau transcriptionnel et protéique, la quantité de CDSN est diminuée de 90 %.
Dans les ERH shCDSN, aucune réponse inﬂammatoire n’a été détectée. Cependant, ils
présentent un léger trouble de la perméabilité épidermique (pénétration du Lucifer Yellow
à travers l’épiderme au bout de 24h). A la diﬀérence de la peau « strippée » des embryons
E18,5 Cdsnep−/−, la couche cornée est encore présente. De plus, les ERH sont cultivés en
milieu stérile. Ces résultats renforcent notre hypothèse selon laquelle le décollement de
la couche cornée permet le passage d’agents pathogènes ou d’allergènes qui stimuleraient
les kératinocytes et induiraient ainsi une réponse en cytokines. Aﬁn de conﬁrmer cette
hypothèse, nous pourrions induire un décollement de la couche cornée des ERH shCDSN
pour ensuite les stimuler avec des composants bactériens (par exemple du LPS) et analyser
la réponse inﬂammatoire.
L’Il-1β fait partie des cytokines les plus fortement exprimées dans la peau « strippée »
des embryons Cdsnep−/−. L’expression de cette cytokine est donc induite en phase pré-
coce du PSD. Ce résultat renforce les données obtenues au cours d’un travail réalisé en
collaboration avec l’équipe de Mei Li (Li et al., 2016). L’Il-1β joue un rôle central dans
l’induction des réponses inﬂammatoires de type Th2 et Th17 induites dans le modèle mu-
rin adulte Cdsniep−/−. Les mécanismes conduisant à l’activation de l’IL-1β, dans laquelle
KLK13 pourrait éventuellement être impliquée sont abordés dans la partie 1.2.2.
1.2 Une réponse spéciﬁque de la phase chronique :
protéases et inhibiteurs de protéases
1.2.1 Fonctions de la cystatine A dans le PSD
L’analyse transcriptomique de la peau des souris adultes Cdsniep−/− a mis en évidence
l’induction d’une réponse spéciﬁque des stéﬁnes A. Chez la souris, il existe trois isoformes :
la stéﬁne A1 (Stfa1), la stéﬁne A2 (Stfa2) et la stéﬁne A3 (Stfa3). Chez l’homme, l’équi-
valent protéique est la cystatine A (CSTA).
Rôle de CSTA dans les défenses antimicrobiennes ?
La cystatine A a été initialement identiﬁée comme un composant de l’enveloppe cornée
de l’épiderme (Takahashi et al., 1992). Elle joue également un rôle d’inhibiteur de pro-
téases à cystéine (Turk and Bode, 1991). Son expression est augmentée dans des peaux
lésionnelles psoriasiques (Lundberg et al., 2015). De plus, elle est associée à la dermatite
atopique (Vasilopoulos et al., 2007). Dans ce contexte, elle jouerait un rôle dans la protec-
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tion de la barrière épidermique puisqu’elle serait capable d’inhiber l’activité protéolytique
d’allergènes. En eﬀet, la stimulation de kératinocytes humains normaux par des protéases
à cystéine provenant d’acariens entraîne normalement une augmentation de la sécrétion
d’IL-8 qui peut être bloquée par l’ajout de cystatine A. Ces résultats indiquent que la
cystatine A inhibe l’activité protéolytique de protéases à cystéines dans les kératinocytes
et contre-régule ainsi une réponse inﬂammatoire (Kato et al., 2005). De plus, une étude
a montré que des cultures primaires de cellules gliales murines sur-expriment la stéﬁne
A3 après stimulation par du LPS (Hosoi et al., 2005). En parallèle, nous savons que la
cystatine A n’est pas sur-exprimée dans le modèle d’ERH shCDSN. L’ensemble de ces
données laisse supposer que la cystatine A serait induite suite à une infection par des
bactéries et ferait partie d’un mécanisme de défense antimicrobienne. De plus, les stéﬁnes
A ne sont pas non plus sur-exprimées dans les explants de peaux « strippés » d’embryons
déﬁcients en Cdsn qui ont été maintenus 4h sur un milieu de culture contenant des anti-
biotiques. Toutefois, ce résultat peut aussi s’expliquer par le fait que les stéﬁnes A sont
déjà fortement exprimées dans des épidermes normaux de souris nouveau-nées en compa-
raison à des épidermes de souris adultes (Scott et al., 2007). Ces auteurs supposent que
les stéﬁnes A pourraient être impliquées dans le développement épidermique. Notamment,
elles pourraient jouer un rôle dans la régulation de la prolifération et/ou la diﬀérenciation
kératinocytaires.
Rôle de CSTA dans l’adhérence cellule-cellule ?
Par ailleurs, des mutations « perte de fonction » du gène CSTA ont été identiﬁées dans
une ichtyose, le « peeling skin acral » qui se caractérise par des squames au niveau des ex-
trémités des membres (Blaydon et al., 2011; Moosbrugger-Martinz et al., 2015). La CSTA
est certes un composant de l’enveloppe cornée mais certains travaux ont montré qu’elle
était également localisée dans les couches suprabasales de l’épiderme. Deux travaux ont
montré un rôle important de la CSTA dans l’adhérence interkératinocytaire médiée par
les desmosomes au niveau de la couche épineuse et de la couche granuleuse. La perte
d’expression de la CSTA dans des cultures de kératinocytes en monocouche conduit à une
baisse de l’adhérence cellule-cellule. Il est ainsi possible que la sur-expression des stéﬁnes
A dans notre modèle murin Cdsniep−/− soit liée à un mécanisme compensatoire aﬁn de
renforcer l’adhérence entre kératinocytes.
Il serait intéressant de mieux caractériser le rôle des stéﬁnes A dans nos souris adultes
Cdsniep−/−. Dans un premier temps, nous pourrions déterminer le facteur déclenchant leur
sur-expression. Est-elle liée directement à la perte de Cdsn que nous savons impliquée dans
la cohésion de la couche cornée ou cette sur-expression reﬂète-t-elle une réponse de défense
faisant suite au trouble de la perméabilité épidermique ? Le modèle d’ERH shCDSN a déjà
orienté notre hypothèse vers la mise en place de mécanismes de défense puisque la sur-
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expression de la CSTA n’a pas été observée dans les ERH shCDSN. Aﬁn de conﬁrmer
notre hypothèse, nous pourrions traiter les souris Cdsniep−/− avec des antibiotiques et
analyser ensuite l’expression des stéﬁnes. En parallèle, l’expression de la CSTA pourrait
être analysée dans le modèle d’ERH shCDSN après stimulation avec du LPS ou d’autres
motifs bactériens aﬁn de mimer une infection bactérienne.
1.2.2 Fonctions de la kallikréine 13 dans le PSD
Une forte sur-expression en kallikréines se distingue dans la peau des souris adultes
Cdsniep−/−. Cette réponse n’est pas retrouvée dans la peau « strippée » des embryons E18,5
Cdsnep−/− ni dans le modèle in vitro d’ERH shCDSN (données non publiées). La persis-
tance du trouble de la perméabilité épidermique et le micro-environnement pourraient
ainsi être liés à cette augmentation d’expression. Les nombreux travaux de Komatsu et
al., ont montré un niveau élevé des kallikréines dans la couche cornée de patients atteints
de psoriasis ou de dermatite atopique (Komatsu et al., 2007b,a). Ces protéases à sérine
sont donc induites dans des pathologies inﬂammatoires chroniques cutanées associées à
une barrière épidermique défectueuse. Pour compléter nos données de transcriptomique,
il est nécessaire d’étudier l’activité des kallikréines dans la peau des souris Cdsniep−/− aﬁn
de s’assurer qu’une augmentation de l’activité protéolytique de type trypsine et chymo-
trypsine coïncide avec cette sur-expression.
Parmi les kallikréines sur-exprimées, la Kallikréine 13 (Klk13) est la plus fortement
exprimée dans la peau des souris Cdsniep−/−. Secondairement, nous avons montré que
KLK13 était induite dans l’épiderme d’un patient PSD. Des diﬃcultés ont été rencontrées
avec l’utilisation de l’anticorps anti-KLK13 (produit chez Santa Cruz) en immunohisto-
chimie/immunoﬂuorescence (pas de marquage), c’est pourquoi je n’ai pas pu conﬁrmer
une sur-expression de KLK13 dans les peaux des autres patients PSD pour lesquels je
n’avais à disposition au laboratoire que des coupes paraﬃnes. Toutefois, la spéciﬁcité de
l’anticorps a été vériﬁée en immunoblot en utilisant de la kallikréine 13 recombinante mar-
quée d’un « tag »histidine. Par ailleurs, l’augmentation en immunoblot de KLK13 dans
une peau de patient PSD est en accord avec le travail de Komatsu et al., qui a décrit
une forte augmentation de la quantité de KLK13 (X100) dans la couche cornée de deux
patients PSD par rapport à un individu sain. De plus, elle est détectée en grande quantité
dans la couche cornée de peaux lésionnelles de patients atteints de psoriasis. A ce jour,
le rôle de KLK13 dans l’épiderme n’a pas été caractérisé mais l’ensemble de ces données
suppose qu’elle pourrait être impliquée dans la desquamation et/ou l’inﬂammation. De
manière assez inattendue, l’analyse transcriptomique de la peau des souris Cdsniep−/− n’a
pas révélé de sur-expression de Klk5, suggérant que cette sérine protéase n’est pas l’acteur
majoritaire dans le PSD. KLK13 pourrait ainsi jouer un rôle crucial dans la physiopa-
thologie du PSD. Il me parait alors intéressant de poursuivre ce travail de thèse sur la
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caractérisation fonctionnelle de KLK13 dans l’épiderme.
Rôle de KLK13 dans la desquamation ?
La desquamation de la couche cornée est un processus dépendant de l’activité des KLKs
5, 7 et 14. Toutefois, d’autres kallikréines pourraient participer à ce processus, notam-
ment KLK13. A l’instar de KLK5, KLK13 est exprimée dans la couche granuleuse et est
détectée dans le stratum corneum. De plus, elle possède une activité de type trypsine et
est capable de s’auto-activer (Kapadia et al., 2004; Komatsu et al., 2005b). Une étude
in vitro a montré que certains fragments de LEKTI inhibaient KLK13 (Borgoño et al.,
2007). Cependant, cette étude a également montré que KLK13 ne clivait pas DSG1, ce qui
a remis en cause son rôle potentiel dans la desquamation. Pour autant, il n’est pas exclu
que KLK13 puisse cliver d’autres protéines desmosomales. Aﬁn de vériﬁer cette hypothèse
et d’identiﬁer des cibles protéiques de KLK13, il serait intéressant de faire agir directe-
ment de la KLK13 humaine recombinante activée sur des extraits protéiques de couche
cornée d’individus sains et d’analyser ensuite les protéines protéolysées par KLK13 par
des analyses d’immunoempreinte ou de spectrométrie de masse.
Rôle de KLK13 dans l’inﬂammation ?
KLK13 et PAR2
Comme cité précédemment, KLK13 pourrait être impliquée dans l’inﬂammation. En
particulier, nous avons supposé qu’elle pouvait jouer un rôle semblable à celui de KLK5
via l’activation du récepteur PAR2. En eﬀet, la collaboration avec le groupe de Mei Li a
permis de montrer que suite au trouble de la perméabilité épidermique la peau des souris
Cdsniep−/− développe simultanément des réponses inﬂammatoires de type Th2 et Th17
stimulées respectivement par TSLP et IL-23. Il a clairement été démontré que la signalisa-
tion via PAR2 était impliquée dans l’axe inﬂammatoire de type Th2 (Li et al., 2016). Une
question n’est pas encore élucidée : comment le récepteur PAR2 est-il activé dans la peau
des souris Cdsniep−/− ? Il est possible que KLK13 joue un rôle dans l’activation de cette
voie. Aﬁn de répondre à cette hypothèse, des kératinocytes humains normaux diﬀérenciés
pourraient être stimulés avec de la KLK13 recombinante active. L’expression au niveau
transcriptionnel de PAR2 et de plusieurs gènes de l’inﬂammation tels que TSLP, TNF-α,
IL-8, IL-1β et ICAM-1 serait ensuite analysée. Ce projet visant à mieux comprendre le
rôle de KLK13 dans l’épiderme s’inspire fortement des travaux de Briot et al., (Briot
et al., 2009), dans lesquels le rôle de KLK5 sur l’activation de la signalisation PAR2 a
été étudiée in vitro à l’aide de kératinocytes humains en culture. En parallèle, nous pour-
rions donc stimuler des kératinocytes avec de la KLK5 humaine recombinante aﬁn d’avoir
un contrôle positif. Des expériences préliminaires ont été initiées concernant cet axe de
recherche. Toutefois, la variabilité des premiers résultats obtenus concernant l’eﬀet de la
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KLK13 recombinante, mais aussi l’eﬀet de la KLK5 recombinante, sur l’expression de
gènes de l’inﬂammation dans les kératinocytes ne permet pas de s’avancer concernant le
rôle de KLK13.
Pour compléter cette étude, nous envisageons aussi d’induire une sur-expression de
KLK13 soit en utilisant des vecteurs de sur-expression soit en stimulant les kératinocytes
avec des surnageants de cultures bactériennes. Récemment, une étude a en eﬀet montré
que la stimulation de kératinocytes humains avec le surnageant de culture de certaines
souches de S. aureus entrainait une activité protéasique de type trypsine qui coïncide
avec une augmentation des messagers codant plusieurs KLKs dont KLK13 (Williams
et al., 2017). Suite à l’induction de la sur-expression de KLK13 dans des kératinocytes en
culture, nous pourrions donc étudier l’expression de gènes de l’inﬂammation. Par la suite,
nous pourrions utiliser également des siRNA qui réprimeraient l’expression de KLK13
aﬁn de valider l’eﬀet de KLK13 sur l’inﬂammation. L’ensemble de ces expériences pour-
rait être poursuivi par l’utilisation de modèles plus complexes tels que des épidermes
humains reconstruits dont l’expression génique de KLK13 serait modiﬁée (knockdown,
sur-expression, stimulation par S.aureus).
KLK13 et IL-1β
Une autre hypothèse émise est celle du rôle de KLK13 dans l’activation d’IL-1β. Dans
la peau, les kératinocytes participent activement aux réactions inﬂammatoires. Ils ex-
priment de manière constitutive les deux formes d’IL-1 : l’IL-1α et l’IL-1β. Dans certaines
pathologies inﬂammatoires de la peau comme le psoriasis ou la dermatite atopique, l’IL-
1β est sur-exprimée. C’est également le cas dans la peau de nos deux modèles murins KO
Cdsn.
Contrairement à l’IL-1α qui est déjà biologiquement active, l’IL-1β est synthétisée
sous la forme d’un précurseur inactif de 31 kDa : la pro-IL-1β (Brattsand and Egelrud,
1998). Elle devient active après un clivage protéolytique dans sa région N-terminale qui
libère une forme mature de 18 kDa correspondant à sa partie C-terminale. Ce clivage est
catalysé par la caspase-1 (ICE pour « interleukin-1β-converting enzyme »). Cependant,
dans l’épiderme, le mécanisme par lequel la pro-IL-1β est maturée demeure encore ﬂou.
En eﬀet, les kératinocytes synthétisent la pro-IL-1β et la caspase-1 mais cette dernière
n’est pas activée en condition physiologique. Il est admis que suite à un signal de danger,
par exemple une exposition aux UVB, la caspase-1 est activée via l’inﬂammasome et est
ainsi capable de cliver la pro-IL-1β en IL-1β (Feldmeyer et al., 2010). Par ailleurs, il a été
supposé que les kératinocytes pouvaient sécréter l’IL-1β sous sa forme immature et que
cette dernière n’était activée que lorsque la peau était colonisée par des neutrophiles. Des
enzymes sécrétées par ces cellules telles que l’élastase ou la cathépsine G sont eﬀectivement
capables de cliver la pro-IL-1β (Hazuda et al., 1990). Il a aussi été suggéré un mécanisme
alternatif indépendant de l’inﬂammasome, selon lequel, les kératinocytes eux-mêmes en
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sécrétant d’autres enzymes, pourraient transformer l’IL-1β sous sa forme active (Nylander-
Lundqvist and Egelrud, 1997). Eﬀectivement, un travail mené in vitro a montré que la
pro-IL-1β pouvait être maturée par KLK7. La maturation d’IL-1β pourrait avoir lieu avant
ou après la sécrétion du précurseur par les kératinocytes. Par ailleurs, les travaux de Yao et
al., ont testé in vitro la capacité de 4 Klks murines à cliver la pro-Il-1β (Klk1, Klk9, Klk13
et Klk22, extraites des glandes salivaires) (Yao et al., 2006). Seule Klk13 est capable de
cliver la pro-Il-1β en un fragment protéique de poids moléculaire correspondant au poids
d’Il-1β activée. De plus, une analyse par immunohistochimie a montré une co-localisation
d’Il-1β et Klk13 dans les glandes salivaires murines. Ces travaux supposent fortement
que Klk13 est capable de maturer Il-1β in vivo. Dans un contexte kératinocytaire, il
serait intéressant d’étudier la capacité de KLK13 à maturer l’IL-1β. Cette étude pourrait
s’inscrire dans la continuité des expériences citées précédemment visant à déterminer le
rôle de KLK13 sur l’activation de PAR2. La maturation protéolytique d’IL1-β pourrait
être analysée in vitro dans des kératinocytes humains sains après transfection par des
vecteurs permettant de sur-exprimer KLK13 ou après stimulation par des surnageants de
culture de S.aureus. En parallèle, il serait judicieux d’étudier dans la peau de nos deux
modèles KO Cdsn sous quelle forme est présente Il-1β. En eﬀet, la Klk13 n’est pas sur-
exprimée dans la peau « strippée » des embryons E18,5 Cdsnep−/−. Au stade précoce du
PSD, Il-1β n’est peut-être pas encore activée. De plus, il serait intéressant d’analyser une
éventuelle co-localisation d’IL-1β et KLK13 dans l’épiderme des souris adultes Cdsniep−/−
par marquages immunohistologiques.
1.3 Conclusion
La Figure 49 propose un modèle des mécanismes moléculaires induits dans le PSD.
Elle synthétise l’ensemble des résultats obtenus au cours ma thèse et du travail mené en
collaboration avec l’équipe de Mei Li.
Suite à un décollement de la couche cornée, une réponse inﬂammatoire se met en
place, probablement initiée par les kératinocytes qui produisent plusieurs cytokines dont
l’Il-1β. De plus, certains gènes codant des précurseurs de l’enveloppe cornée (SPR, LCE)
sont aussi induits et reﬂètent certainement une réponse compensatoire aﬁn de réparer la
barrière épidermique. Cette réponse compensatoire persiste dans la phase chronique. En
réponse aux cytokines inﬂammatoires produites, les cellules de Langerhans sont activées
et migrent dans les organes lymphoïdes où elles vont activer les lymphocytes T. En pa-
rallèle, les cellules de Langerhans peuvent être directement activées par la pénétration
de pathogènes/allergènes dans l’épiderme suite au décollement de la couche cornée. Les
lymphocytes T, activés dans les organes lymphoïdes, migrent à leur tour dans le derme et
produisent des cytokines inﬂammatoires de type Th2 et Th17 qui caractérisent la phase
chronique du PSD. Ils sont certainement responsables des manifestations atopiques et des
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allergies alimentaires retrouvées chez les patients PSD. Les manifestations atopiques as-
sociées à des infections bactériennes récurrentes participent aux démangeaisons qui vont
alors accentuer le trouble de la barrière épidermique et l’inﬂammation.
Lors de la persistance du défaut de barrière épidermique, une forte expression de
KLK13 et de CSTA est également induite. Le rôle des ces deux protéines dans la physio-
pathologie du PSD n’a jusqu’à présent jamais été évoqué. KLK13 pourrait jouer un rôle
crucial dans le PSD. En eﬀet, elle pourrait être impliquée dans l’inﬂammation et/ou la
desquamation. Les travaux de cette thèse mériteraient d’être poursuivis par l’étude du
rôle de KLK13 dans l’épiderme. Dans un premier temps, ce rôle pourrait être caractérisé
in vitro à l’aide de kératinocytes en culture ou de modèles d’ERH. Puis, il pourrait être
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Chapitre 2
Les cibles thérapeutiques potentielles
pour traiter les patients PSD
Il n’existe pas de traitement spéciﬁque pour traiter les patients atteints de PSD. Les
travaux relatés dans cette thèse ont permis d’identiﬁer de potentielles cibles thérapeu-
tiques pour le PSD dont certaines sont décrites dans la dermatite atopique et le psoriasis.
Le développement de nombreuses thérapies pour ces deux pathologies cutanées inﬂam-
matoires chroniques oﬀre un large choix de médicaments approuvés qui pourraient être
utilisés pour traiter les patients PSD (Veilleux and Shear, 2017). Toutefois, pour l’en-
semble des cibles citées ci-après il est nécessaire de montrer qu’elles sont bien présentes
dans la peau des patients PSD.
2.1 Cibler les cytokines inﬂammatoires
2.1.1 IL-4/IL-13
Le dupimulab est un anticorps monoclonal qui se ﬁxe sur la sous-unité α du récepteur à
l’IL-4. Il inhibe la voie de signalisation d’IL-4 et d’IL-13 et de ce fait la voie Th2 (Veilleux
and Shear, 2017). En 2016, cet anticorps était en essai clinique de phase III pour le
traitement de la dermatite atopique. Étant donné que certains patients PSD présentent
une réponse de type Th2, le dupimulab pourrait être envisagé comme thérapie pour le
PSD mais aussi pour le syndrome de Netherton et le syndrome SAM.
2.1.2 IL-23/IL-17A
L’ustekinumab est un anticorps monoclonal commercialisé qui cible les interleukines
IL-12 et IL-23 par l’intermédiaire d’une sous-unité commune. Il est utilisé dans le trai-
tement du psoriasis. Le secukinumab et l’ixekizumab sont deux inhibiteurs d’IL-17A qui
218
  	
      
   
ont été approuvés par la FDA (« Food and Drug administration) en 2015 et 2016, respec-
tivement, pour le traitement des plaques psoriasiques (Veilleux and Shear, 2017). Dans
notre modèle murin Cdsniep−/−, la voie Th17 est induite et semble être liée à une infection
par S.aureus (Li et al., 2016). Les patients PSD sont également soumis à des périodes de
surinfection par cette bactérie. Lors de ces périodes de surinfection, il serait nécessaire de
vériﬁer si les patients PSD présentent une réponse de type Th17. Ainsi, l’utilisation de
ces anticorps pourrait être envisagée aﬁn d’améliorer l’inﬂammation cutanée.
Cibler les voies inﬂammatoires Th2 ou Th17 semblent des pistes envisageables pour
améliorer l’inﬂammation chez les patients atteints de PSD. Toutefois, notre travail col-
laboratif a montré une contre-régulation des voies Th2 et Th17 dans la peau des souris
Cdsniep−/− (Li et al., 2016). Il n’est donc pas exclu que l’inhibition de la voie Th2 chez
les patients PSD entraine une exacerbation de la voie Th17 et inversement. Il serait plus
judicieux de cibler une cytokine qui permettrait de bloquer ces deux axes inﬂammatoires,
comme l’IL-1β.
2.1.3 l’IL-1β
L’anakinra est un antagoniste du récepteur à l’IL-1 et peut neutraliser ainsi l’activité
biologique d’IL-1β. Il est en général utilisé pour le traitement de maladies inﬂamma-
toires telles que la polyarthrite rhumatoïde. Son utilisation comme thérapie sur nos souris
Cdsniep−/− a clairement amélioré leur phénotype cutané inﬂammatoire (Li et al., 2016).
L’anakinra bloque en eﬀet les deux axes cytokiniques TSLP/IL-4 et IL-23/IL-17. Aﬁn
d’envisager cette piste thérapeutique dans le PSD, il serait nécessaire d’étudier l’expres-
sion d’IL-1β chez les patients. Cette piste thérapeutique pourrait également être envisagée
dans le traitement du syndrome de Netherton.
L’utilisation d’anakinra permettrait certainement d’améliorer l’inﬂammation cutanée
chez les patients PSD. Toutefois, cela n’améliorera pas le détachement excessif de la couche
cornée. Dans le modèle adulte Cdsniep−/− et chez les patients PSD, nous avons mis en
évidence une forte expression des Klks/KLKs. Bien que nous n’avons pas formellement
démontré une plus forte activité épidermique des Klks/KLKs dans la peau, il est probable
que cette sur-expression ait pour conséquence une activité accrue de ces protéases. Ceci
aurait des conséquences sur la desquamation et probablement l’inﬂammation. Il serait
donc intéressant d’envisager les kallikréines comme de potentielles cibles thérapeutiques.
2.2 Cibler les kallikréines
Depuis une dizaine d’années, les industriels pharmaceutiques et les institutions acadé-
miques ont un intérêt grandissant pour le développement pharmacologique d’inhibiteurs
spéciﬁques des kallikréines. En eﬀet, ces protéases s’avèrent être des cibles thérapeutiques
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potentielles dans de nombreuses pathologies, en particulier les maladies cutanées. Pour
autant, il n’y a pas encore d’inhibiteurs commercialisés (Prassas et al., 2015). Il faudra
certainement attendre plusieurs années avant que les premiers inhibiteurs de KLKs soient
testés en phase clinique. En eﬀet, le réseau protéolytique dont font partie les KLKs in vivo
est loin d’être complètement compris. Les KLKs n’agissent pas de façon isolée mais sont
plutôt les maillons d’une importante cascade protéolytique impliquant protéases, sub-
strats et inhibiteurs endogènes. Ainsi, plusieurs questions concernant le développement
pré-clinique d’inhibiteurs de KLKs subsistent et nécessitent des solutions avant d’envisa-
ger le passage en phase clinique. Est-il préférable de cibler une KLK ou plusieurs KLKs
simultanément ? Comment pouvons-nous répondre aux mécanismes compensatoires in
vivo ? Existe-il des activités synergiques ou au contraire antagonistes parmi les diﬀérentes
KLKs ?
A ce jour, certains inhibiteurs testés sur des modèles animaux se sont révélés très
encourageants pour le traitement de pathologies cutanées inﬂammatoires. Des peptides
provenant des bactéries Chondromyces capables d’inhiber spéciﬁquement KLK7 ont été
testés sur un modèle murin de dermatite atopique. Une seule application du composé
accélère la réparation de la barrière de 57 %, et inhibe de plus de 40 % l’inﬂammation
cutanée (Sotiropoulou and Pampalakis, 2012). De plus, l’α-antichymotrypsine (ACT) ini-
tialement développée pour le traitement du cancer de la prostate a été modiﬁée et testée
sur un modèle murin du syndrome de Netherton (souris transgéniques Klk5 ). L’utilisation
de cet inhibiteur permet de réduire la taille des lésions cutanées et fait l’objet d’un brevet
(Deperthes et al., 2009). Des anticorps neutralisants des KLKs sont également développés
pour le traitement de certains cancers et le traitement de l’asthme. Ils pourraient s’avérer
utiles pour le traitement de pathologies cutanées inﬂammatoires.
Des dérivés de l’aryl-acétone inhibent spéciﬁquement l’activité de KLK13 (Sotiropou-
lou et al., 2003). Notre modèle murin Cdsniep−/− présente un intérêt thérapeutique et
pourrait être utilisé pour tester ce composé et sa capacité à améliorer le phénotype des
souris. De plus ce modèle pourrait être utile pour tester divers inhibiteurs bloquant l’ac-
tivité des KLKs.
Ainsi, l’inhibition de l’activité des kallikréines représente une piste thérapeutique in-
téressante pour le PSD. Cela pourrait réduire à la fois le défaut de barrière épidermique
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Gene symbol Gene description Fold change  (FC)
 Cdsn  corneodesmosin -11,0
 Lce1e  late cornified envelope 1E -7,2
 Lce1a2  late cornified envelope 1A2 -6,2
 Lce1k  late cornified envelope 1K -4,9
 Lce1l  late cornified envelope 1L -4,7
 Lce1d  late cornified envelope 1D -4,5
 Gm22302  predicted gene, 22302 -4,5
 Lce1a1  late cornified envelope 1A1 -4,5
 Fmo2  flavin containing monooxygenase 2 -4,5
 Gm10715  predicted gene 10715 -4,3
 Lce6a  late cornified envelope 6A -4,2
NA NA -4,1
NA NA -4,1
 Gm25138  predicted gene, 25138 -4,1
 Gm25214  predicted gene, 25214 -4,1
 Lce1b  late cornified envelope 1B -4,1
 Lce1g  late cornified envelope 1G -3,8
 Lce1c  late cornified envelope 1C -3,7
NA NA -3,7
 Lce1j  late cornified envelope 1J -3,7
 Gm17024  predicted gene 17024 -3,7
 Lce1m  late cornified envelope 1M -3,7
 Rps26  ribosomal protein S26 -3,6
 H2-M10.4  histocompatibility 2, M region locus 10.4 -3,4
 LOC102642047  uncharacterized LOC102642047 -3,3
NA NA -3,3
 Gramd1c  GRAM domain containing 1C -3,3
 E230019M04Rik  RIKEN cDNA E230019M04 gene -3,3
 5430427M07Rik  RIKEN cDNA 5430427M07 gene -3,2
 Gm23199  predicted gene, 23199 -3,1
 Gm9696  arylacetamide deacetylase-like 2 pseudogene -3,1
 LOC102636919  uncharacterized LOC102636919 -3,1
 Gm5423  predicted gene 5423 -3,1
 Mir1957a  microRNA 1957a -3,0
 Zfp820  zinc finger protein 820 -3,0
 Gm23942  predicted gene, 23942 -2,9
 Lce1i  late cornified envelope 1I -2,9
 Gm22888  predicted gene, 22888 -2,9
 Gm6316  predicted pseudogene 6316 -2,9
 Ccr4  chemokine (C-C motif) receptor 4 -2,9
NA NA -2,9
 Gba2  glucosidase beta 2 -2,8
 2310050C09Rik  RIKEN cDNA 2310050C09 gene -2,8
 Olfr1355  olfactory receptor 1355 -2,8
NA NA -2,8
 Ppp1r3b  protein phosphatase 1, regulatory (inhibitor) subunit 3B -2,8
Liste des 100 premiers gènes sous-exprimés dans le modèle d'embryons E18,5 Cdsn ep-/-
 Lce1h  late cornified envelope 1H -2,8
 Gm4535  predicted gene 4535 -2,8
 Cyp2c37  cytochrome P450, family 2. subfamily c, polypeptide 37 -2,7
NA NA -2,7
 Vmn2r95  vomeronasal 2, receptor 95 -2,7
 Olfr1427  olfactory receptor 1427 -2,7
 Gm24608  predicted gene, 24608 -2,7
 Gm24379  predicted gene, 24379 -2,7
 Gm26158  predicted gene, 26158 -2,7
 Scgb1b27  secretoglobin, family 1B, member 27 -2,7
 BC048671  cDNA sequence BC048671 -2,7
 Gm25274  predicted gene, 25274 -2,7
 Defa25  defensin, alpha, 25 -2,7
 LOC102636193  RNA polymerase II transcription factor SIII subunit A3-like -2,7
 LOC102636193  RNA polymerase II transcription factor SIII subunit A3-like -2,7
 4930546G22Rik  RIKEN cDNA 4930546G22 gene -2,7
 Sry  sex determining region of Chr Y -2,6
 Gm5286  predicted gene 5286 -2,6
 Zfp748  zinc finger protein 748 -2,6
 Gm5477  type II keratin Kb16P -2,6
 Gm3902  predicted gene 3902 -2,6
 Lce1f  late cornified envelope 1F -2,6
 Mir466j  microRNA 466j -2,6
 Gm22576  predicted gene, 22576 -2,6
 Gm20257  caspase 8 pseudogene -2,6
NA NA -2,6
 4930402K13Rik  RIKEN cDNA 4930402K13 gene -2,6
 Mir1898  microRNA 1898 -2,6
 Gm24707  predicted gene, 24707 -2,6
 Gm23470  predicted gene, 23470 -2,5
 Gm26187  predicted gene, 26187 -2,5
 Snord98  small nucleolar RNA, C/D box 98 -2,5
 Gm16973  predicted gene, 16973 -2,5
 Gm22290  predicted gene, 22290 -2,5
 Gm8126  predicted gene 8126 -2,5
 Gm8994  predicted gene 8994 -2,5
NA NA -2,5
 E330010L02Rik  RIKEN cDNA E330010L02 gene -2,5
 Gm22380  predicted gene, 22380 -2,4
 Gm25183  predicted gene, 25183 -2,4
 Gm25024  predicted gene, 25024 -2,4
 Gm26027  predicted gene, 26027 -2,4
NA NA -2,4
 Gm25589  predicted gene, 25589 -2,4
 Phyhipl  phytanoyl-CoA hydroxylase interacting protein-like -2,4
 Smpd3  sphingomyelin phosphodiesterase 3, neutral -2,4
 Stk10  serine/threonine kinase 10 -2,4
 Krtap3-2  keratin associated protein 3-2 -2,4
 Gm10501  predicted gene 10501 -2,4
 Gm25780  predicted gene, 25780 -2,4
NA NA -2,3
 Plb1  phospholipase B1 -2,3
 AF357399  snoRNA AF357399 -2,3
 Igkv2-109  immunoglobulin kappa variable 2-109 -2,3
Liste des 100 premiers gènes sous-exprimés dans le modèle de souris Cdsn iep-/- (p-value  ≤ 0,05)
Gene symbol Gene description Fold Change (FC)
 Snhg9  small nucleolar RNA host gene 9 -9,1
 Cdsn  corneodesmosin -5,2
 F830045P16Rik  RIKEN cDNA F830045P16 gene -3,8
 Tmem213  transmembrane protein 213 -3,7
 Gm22575  predicted gene, 22575 -3,7
 Gm22019  predicted gene, 22019 -3,5
 Olfr317  olfactory receptor 317 -3,3
 Mylk4  myosin light chain kinase family, member 4 -3,3
 Gm22302  predicted gene, 22302 -3,2
 Mrgpra9  MAS-related GPR, member A9 -3,0
 Gm13152  predicted gene 13152 -2,8
 Tyms-ps  thymidylate synthase, pseudogene -2,7
NA NA -2,7
 Gm16701  predicted gene, 16701 -2,7
 Gm24707  predicted gene, 24707 -2,7
 Gm5141  predicted gene 5141 -2,7
 Olfr1046  olfactory receptor 1046 -2,7
 Gm24845  predicted gene, 24845 -2,7
 Gm10220  predicted gene 10220 -2,7
 Zfp947  zinc finger protein 947 -2,7
 Stmn1-rs1  stathmin 1, related sequence 1 -2,6
 Gm10371  predicted gene 10371 -2,6
 Igkv1-110  immunoglobulin kappa variable 1-110 -2,6
 Gm10608  predicted gene 10608 -2,6
 Glt8d2  glycosyltransferase 8 domain containing 2 -2,6
 Cdh12  cadherin 12 -2,6
 Gm8126  predicted gene 8126 -2,6
NA NA -2,5
 Gm24162  predicted gene, 24162 -2,5
 n-R5s154  nuclear encoded rRNA 5S 154 -2,5
 Xcl1  chemokine (C motif) ligand 1 -2,5
 Rb1  retinoblastoma 1 -2,5
 Gm26187  predicted gene, 26187 -2,5
 Mstn  myostatin -2,4
 Gm15869  predicted gene 15869 -2,4
 Gm5745  predicted gene 5745 -2,4
 Glb1l2  galactosidase, beta 1-like 2 -2,4
 Olfr877  olfactory receptor 877 -2,4
 Gm24248  predicted gene, 24248 -2,4
 Taar1  trace amine-associated receptor 1 -2,4
 4930553E22Rik  RIKEN cDNA 4930553E22 gene -2,4
 Gm26895  predicted gene, 26895 -2,4
 Gm10489  predicted gene 10489 -2,4
 Gm13235  predicted gene 13235 -2,3
 Gm7233  predicted gene 7233 -2,3
 Hist1h3d  histone cluster 1, H3d -2,3
 2810403D21Rik  RIKEN cDNA 2810403D21 gene -2,3
 Ngb  neuroglobin -2,2
 4933428M09Rik  RIKEN cDNA 4933428M09 gene -2,2
 Igkv1-135  immunoglobulin kappa variable 1-135 -2,2
 Cox7a1  cytochrome c oxidase subunit VIIa 1 -2,2
 Gm16121  predicted gene 16121 -2,2
 Cd96  CD96 antigen -2,2
 Olfr1370  olfactory receptor 1370 -2,2
 Gm22687  predicted gene, 22687 -2,2
 Gm26722  predicted gene, 26722 -2,2
 E330011O21Rik  RIKEN cDNA E330011O21 gene -2,2
 Zfp934  zinc finger protein 934 -2,2
 Gm25388  predicted gene, 25388 -2,2
 Gm23475  predicted gene, 23475 -2,2
 Olfr618  olfactory receptor 618 -2,2
 Gm22725  predicted gene, 22725 -2,2
 Vmn1r27  vomeronasal 1 receptor 27 -2,2
 LOC102633540  uncharacterized LOC102633540 -2,1
 Olfr429  olfactory receptor 429 -2,1
 Olfr666  olfactory receptor 666 -2,1
 Olfr518  olfactory receptor 518 -2,1
 Gm26713  predicted gene, 26713 -2,1
 Gm16572  predicted gene 16572 -2,1
 4930571N24Rik  RIKEN cDNA 4930571N24 gene -2,1
 Tas2r137  taste receptor, type 2, member 137 -2,1
 Gm13269  predicted gene 13269 -2,1
 Olfr516  olfactory receptor 516 -2,1
 Kir3dl1  killer cell immunoglobulin-like receptor, three 
domains, long cytoplasmic tail, 1
-2,1
 1700092C02Rik  RIKEN cDNA 1700092C02 gene -2,1
 Alb  albumin -2,1
 Gm23149  predicted gene, 23149 -2,1
 Gm24086  predicted gene, 24086 -2,1
 C430002E04Rik  RIKEN cDNA C430002E04 gene -2,1
 Gm7072  predicted gene 7072 -2,1
 BC033916  cDNA sequence BC033916 -2,1
 D830013O20Rik  RIKEN cDNA D830013O20 gene -2,1
 Gm24195  predicted gene, 24195 -2,0
 Gm25832  predicted gene, 25832 -2,0
 2700099C18Rik  NDC80 homolog, kinetochore complex -2,0
 Klrd1  killer cell lectin-like receptor, subfamily D, -2,0
 Gm12066  predicted gene 12066 -2,0
 Scarletltr  Scarletltr, erythroid developmental long 
intergenic non-protein coding transcript
-2,0
 Igkv3-4  immunoglobulin kappa variable 3-4 -2,0
 Skint8  selection and upkeep of intraepithelial T cells 8 -2,0
 Kirrel3  kin of IRRE like 3 (Drosophila) -2,0
 Gm24188  predicted gene, 24188 -2,0
 Tcerg1l  transcription elongation regulator 1-like -2,0
 Gm25109  predicted gene, 25109 -2,0
 Gm22469  predicted gene, 22469 -2,0
 Zfp551  zinc fingr protein 551 -2,0
 Nudt10  nudix (nucleoside diphosphate linked moiety -2,0
 Gm22786  predicted gene, 22786 -2,0
 Gm22256  predicted gene, 22256 -2,0
 Clcn1  chloride channel 1 -2,0
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Consequences of CDSN mutations in the epidermis of patients suffering from PSD are poorly understood. The initial event of the disease, the absence of CDSN, corresponds to the 
detachment of the SC, leading to an impaired permeability barrier. This defect could in turn trigger erythema, pruritus and atopic manifestations by so far unidentified mechanisms. Our 
final aim is to elucidate these underlying mechanisms. To achieve this, an inducible Cdsn knockout mouse model restricted to the epidermis (Cdsniep-/- mice) has been developed (ICS-
Illkirch) and a whole transcriptomic analysis (microarrays) of the skin was performed.  
Pathophysiological study of a rare ichthyosis, the «Peeling Skin Disease», 
using an inducible Cdsn-deficient mouse model 
Sarra Zaafouri1, Anne Huchenq-Champagne1, Mélanie Pichery1, Juliette Mazereeuw-Hautier1,2, Guy Serre1, Nathalie Jonca1 
1Unité « Différenciation Epithéliale et Autoimmunité Rhumatoïde », UMR1056 Inserm – Université Toulouse III, France 
2Centre de Référence des Maladies Rares de la Peau, Service de Dermatologie, CHU de Toulouse, France 
 
  Ichthyoses form a large heterogeneous group of Mendelian disorders of cornification due to mutations in genes involved in the late steps of epidermal differentiation. These 
genodermatoses are characterized by scaling and/or hyperkeratosis (thickening of the stratum corneum) of most or all the skin. Peeling Skin Disease (PSD, OMIM 270300) is a rare 
autosomal-recessive inflammatory ichthyosis characterized by lifelong patchy peeling of the skin associated with eczema, food allergies and severe itching.  
CDSN is an adhesive protein specific of the corneodesmosomes and plays a crucial role in the 
stratum corneum (SC) cohesion and desquamation, as demonstrated by the lethal phenotype of 
constitutive Cdsn knockout (KO) mice. 
Patient suffering from Peeling Skin Disease (PSD)  
(Mazereeuw-Hautier et al., Br. J. Dermatol., 2011) 
1- Ears of Cdsniep-/- mice developed cutaneous aspects similar to PSD 
CONCLUSION 
  It represents a serious handicap and no specific therapy is currently available.  
Homozygous loss-of-function mutations in Corneodesmosin (CDSN) have 
been identified as responsible for the disease.  
 
CDSN protein and position of loss-of-function mutations identified in PSD patients  
(adapted from A.Mallet et al., Br. J. Dermatol. 2013) 
In vivo proteolytic maturation of CDSN protein 
(adapted from M.Simon et al., J. Biol. Chem., 1997) 
Lethal phenotype of constitutive Cdsn KO mice 
(E. Leclerc et al, J. Cell Science, 2009) 
SC: stratum corneum ; LL: living layers ; D: dermis 
Hyperkeratosis: Thickening of SC 
Acanthosis: Thickening of LL 
B- Immunofluorescence staining of keratin K10 (green)  
and Cdsn (red) in control and Cdsniep-/- mice 
A- Quantitative RT-PCR analysis of Cdsn  
expression on ears  




1 33 60 175 375 476 529 
Pro252Leufs*37 Gly142* 
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Glycine loop domains 
(adhesive properties) 
E- Significant increase in transepidermal water 
loss (TEWL) on treated ears from Cdsniep-/- mice  
(each point represents a mouse) 
 
2- Transcriptomic analysis of Cdsn-deficient skin 
D- Score estimating the ear phenotype 
(each point represents a mouse) 
AIMS 
Ile345Serfs*121 
Toluidine blue dye 
exclusion assay 
Ultrastructural abnormalities in neonates KO 
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 metabolic process
Peptide-cross linking
Regulation of purine nucleotide metabolic process
Immune response
C- Macroscopic appearance of the treated 
ears from control and Cdsniep-/- mice 
F- Hyperkeratosis and acanthosis of the Cdsniep-/- epidermis 
(H&E staining) 







































































































































 Ears of Cdsniep-/- mice developed cutaneous aspects of PSD after fifteen days of treatment with 
hydroxytamoxifen (scaly skin, elevated TEWL, hyperkeratosis and acanthosis). 
 
 Around fifty genes were found strongly up-regulated in Cdsniep-/- mice (FC≥4, microarrays). These 
genes are involved in different biological processes like epidermis development, immune and defense 
responses and could correspond to compensatory mechanisms in response to epidermal barrier injury. 
 
 Unexpected, Klk5/KLK5 was not found up-regulated in our mouse model and PSD.  
 
 Interestingly, our analysis highlighted another kallikrein, Klk13/KLK13, and an inhibitor of proteases, 
the stefins A (or Cystatin A, CSTA) 
 
 Future experiments will be focused on the characterization of the role of KLK13 and CSTA in PSD. 
A- Strong up-regulation of Stefins A (also called Cystatin A, CSTA), S100A8/A9 and DefB4 genes  
A- Number of differentially expressed  genes in Cdsniep-/- skin 
(in comparison to KRT14-CreERT2(tg/0)) 
B- Predominant biological processes in Cdsniep-/- skin 
(according  to the list of 2577 up-regulated genes)  
































B- Strong up-regulation of  some genes of Kallikrein (Klk) family 
























































(skin of the ears after 15 days of hydroxytamoxifen topical application) 
KLK5: Kallikrein 5 
KLK7: Kallikrein 7 
KLK13: Kallikrein 13 
CSTA: Cystatin A 
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Consequences of CDSN mutations in the epidermis of patients suffering from PSD are poorly understood. Clinical, histological and ultrastructural data show that the initial event corresponds to the 
detachment of the stratum corneum, leading to an impairment of the permeability barrier. This defect could in turn trigger erythema, pruritus and atopic manifestations by so far unidentified 
mechanisms. Our final aim is to elucidate these underlying mechanisms.  To this aim, an inducible knockout Cdsn mouse model restricted to the epidermis has been performed (ICS-Illkirch). Here 
are presented the preliminary results of the phenotype developed by this mouse model. 
Pathophysiological study of a rare ichthyosis, the «Peeling Skin Disease», using an inducible CDSN deficient mouse 
model 
Sarra Zaafouri, Anne Huchenq-Champagne, Patrick Aregui, Sabrina Belouaar, Guy Serre and Nathalie Jonca 
UMR 5165 CNRS-1056 INSERM-Université Toulouse III, “Epidermis Differentiation and Rheumatoid Autoimmunity”, Hôpital 
Purpan, Toulouse, France 
 
The ichtyoses form a large heterogeneous group of Mendelian disorders of cornification due to mutations in genes involved in the late steps of epidermal differentiation. They are characterized 
by scaling and/or hyperkeratosis (thickening of stratum corneum) of most or all the skin. Peeling skin disease (PSD, OMIM 270300) is an autosomal-recessive inflammatory ichthyosis 
characterized by lifelong patchy peeling of the skin associated with eczema, food allergies and severe itching.  
CDSN is an adhesive protein specific to the epidermis and plays a crucial role in the stratum corneum 
cohesion and desquamation, as demonstrated by the lethal phenotype of constitutive knockout (KO) Cdsn 
mice. 
Patient suffering from Peeling Skin Disease  
(Mazereeuw-Hautier et al., Br. J. Dermatol., 2011) 
Generation of inducible epidermis Cdsn-deficient mice 
MATERIAL AND METHODS 
 
CONCLUSION 
It represents a serious handicap and no specific therapy is currently available.  
Homozygous loss-of-function mutations in Corneodesmosin (CDSN) have 
been identified as responsible for the disease.  
 
CDSN protein and position of loss-of-function mutations identified in patients with PSD  
(A.Mallet et al., Br. J. Dermatol. 2013) 
In vivo proteolytic maturation of CDSN protein 
(M.Simon et al., J. Biol. Chim., 1997) 
BACKGROUND 
Lethal phenotype of constitutive knock-out Cdsn mice 
(E. Leclerc et al, J. Cell Science, 2009) 
Toluidine blue dye 
exclusion assay 
Ultrastructural abnormalitie in nenonates KO 
epidermis (dorsal skin; arrows: split desmosomes) 
Inducible epidermis Cdsn-deficient mouse model Hydroxytamoxifen (4-OHTam) treatment to induce Cdsn excision  
and mice monitoring 
Hyperkeratosis and acanthosis   
in the epidermis of CDSN iep-/- 
(H&E staining, SC: stratum corneum; LL: living layers; D: dermis) 
Hyperkeratosis: Thickening of SC 
Acanthosis: Thickening of LL 
Immunofluorescence staining of K10 (green) and CDSN (red) Quantitative RT-PCR analysis of CDSN  
on ears samples (skin) (n=16) 
Daily topical application of 4-OHTam on ears «Phyto-estrogens 
free» food 
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Inducible epidermis Cdsn KO mice 
  CDSN iep-/- mice
Human KRT14 
 promoter Cre recombinase 
CDSNfl/fl mice 
(ICS-Illkirch) 
Gene targeting of Cdsn 
Genotyping and excision PCR 
MATERIAL AND METHODS 
 
Macroscopic observations and TEWL measures on ears after 4-OHTam treatment (15 days) 
Characterization of the phenotype 
CreER T2(tg/0) CDSN iep-/- 



















Score evaluating ears phenotype 
TEWL differences on ears between CDSNiep-/- and CreERT2(tg/0) 
TEWL (CDSNIERP-/-)-TEWL (CreERT2(tg/0) )  








CreER T2(tg/0) CDSN iep-/- 
AIMS 
Skin histological analyzes are reminiscent of the PSD 
Hyperproliferation of the basal layer in the epidermis  
of CDSN iep-/- mice (Immunohistochemistry staining of Ki67) 
 
Relative RNA CDSN level from CreERT2(tg/0) 
Topical applications of 4-hydroxytamoxifen (4-OHTam) on ears of CDSNiep-/- induce an almost 
complete loss of CDSN (mRNA level and protein). After 10 to 15 days treatment, mice 
develop a phenotype reminescent of « Peeling Skin Disease » (PSD). They show squamous 
skin mainly on ears but also on forlegs and around the eyes. TEWL measures and histological 
analyzes reveal an impairment of the epidermal barrier. Similar to PSD patients, 
hyperkeratosis and acanthosis are observed on skin areas treated with 4-OHTam. 
Hyperproliferation of the basal layer is also observed and suggest that compensatory 
mechanisms are induced following the disruption of skin barrier. These histological features 
can be more genrally encountered in inflammatory epidermis. Further analyzes of the skin 
will be so monitored to explore metabolic aspects affected by the loss of CDSN and to 
elucidate the link between epidermal impairment and the induction of inflammation.  
CDSN iep-/- CreER T2(tg/0) 
200 μM 
ANNEXE 3
PNPLA1 defects in patients with autosomal recessive congenital ichthyosis
and KO mice sustain PNPLA1 irreplaceaeble function in epidermal
omea-O-acylceramide synthesis and skin permeability barrier
Mélanie Pichery, Anne Huchenq, Roger Sandhoﬀ, Maella Severino-Freire, Sarra Zaafouri,
Lukáš Opálka, Thierry Levade, Vanessa Soldan, Justine Bertrand-Michel, Emeline Lhuillier,
Guy Serre, Annabel Maruani, Juliette Mazereeuw-Hautier and Nathalie Jonca
Résumé
Les Ichtyoses Congénitales Autosomiques Récessives (ARCI) forment un groupe hétérogène de gé-
nodermatoses monogéniques non syndromiques caractérisées par des troubles de la kératinisation. La
physiopathologie des ARCI a été reliée à une perturbation du métabolisme des lipides épidermiques ce
qui altère la fonction barrière de la couche cornée entraînant un défaut de perméabilité épidermique.
La caractérisation fonctionnelle de certains gènes impliqués dans les ARCI a contribué à l’identiﬁcation
d’acteurs moléculaires impliqués dans la synthèse, le transport ou le métabolisme des lipides de l’épi-
derme. Récemment, PNPLA1 a été identiﬁé comme un gène responsable d’ARCI. Tandis que d’autres
membres de la famille PNPLA ont été caractérisés comme des acteurs importants du métabolisme lipi-
dique, la fonction de PNPLA1 reste encore à être déﬁnie. Nous avons identiﬁé 5 nouvelles mutations de
PNPLA1 chez des patients atteints d’ARCI, principalement dans le prétendu domaine enzymatique de
PNPLA1. Aﬁn d’étudier le rôle biologique de PNPLA1, nous avons analysé des souris invalidées pour le
gène Pnpla1. Les souris KO meurent rapidement après la naissance suite à un défaut sévère de perméa-
bilité épidermique. La peau déﬁciente en Pnpla1 présente une altération importante de la composition
et de l’organisation des lipides épidermiques. La quantiﬁcation des céramides dans les souris KO a ré-
vélé un blocage dans la production des ω-O-acylcéramides concomitant avec une accumulation de leurs
précurseurs. La perte quasi complète des ω-O-acylcéramides dans la couche cornée est associée à un
défaut de couverture lipidique de la coque rigide péricellulaire des cornéocytes, la dénommée enveloppe
cornée, et, à une désorganisation de la matrice lipidique extracellulaire. Enﬁn, ces défauts de synthèse
des ω-O-acylcéramides et de formation de l’enveloppe cornée ont également été retrouvés dans la couche
cornée des patients mutés pour PNPLA1. L’ensemble de nos donnés démontrent que PNPLA1/Pnpla1
est un acteur important dans la formation des ω-O-acylcéramides, un processus essentiel pour la fonction
« barrière » de l’épiderme.
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PNPLA1 defects in patients with autosomal recessive
congenital ichthyosis and KOmice sustain PNPLA1
irreplaceable function in epidermal omega-O-
acylceramide synthesis and skin permeability barrier
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Abstract
Autosomal recessive congenital ichthyosis (ARCI) is a heterogeneous group of monogenic genodermatoses that encompasses
non-syndromic disorders of keratinization. The pathophysiology of ARCI has been linked to a disturbance in epidermal lipid
metabolism that impaired the stratum corneum function, leading to permeability barrier defects. Functional characterization
of some genes involved in ARCI contributed to the identiﬁcation of molecular actors involved in epidermal lipid synthesis,
transport or processing. Recently, PNPLA1 has been identiﬁed as a gene causing ARCI. While other members of PNPLA family
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are key elements in lipid metabolism, the function of PNPLA1 remained unclear. We identiﬁed 5 novel PNPLA1mutations in
ARCI patients, mainly localized in the putative active enzymatic domain of PNPLA1. To investigate Pnpla1 biological role, we
analysed Pnpla1-deﬁcient mice. KOmice died soon after birth from severe epidermal permeability defects. Pnpla1-deﬁcient
skin presented an important impairment in the composition and organization of the epidermal lipids. Quantiﬁcation of epi-
dermal ceramide species highlighted a blockade in the production of x-O-acylceramides with a concomitant accumulation of
their precursors in the KO. The virtually loss of x-O-acylceramides in the stratum corneumwas linked to a defective lipid cover-
age of the resistant pericellular shell encapsulating corneocytes, the so-called corniﬁed envelope, and most probably disor-
ganized the extracellular lipid matrix. Finally, these defects in x-O-acylceramides synthesis and corniﬁed envelope formation
were also evidenced in the stratum corneum from PNPLA1-mutated patients. Overall, our data support that PNPLA1/Pnpla1 is a
key player in the formation of x-O-acylceramide, a crucial process for the epidermal permeability barrier function.
Introduction
The outermost layer of the skin, the stratum corneum (SC), is the
essential interface between the body and the outside environ-
ment. It mainly fulﬁls the permeability barrier function of the
epidermis by attenuating the transepidermal loss of water and
electrolytes and by preventing entry of toxic or pathogenic
agents. The SC results from the stacking of corneocytes, the
ﬂattened dead cells resulting from epidermal terminal differen-
tiation of the underlying keratinocytes. Corneocytes are encap-
sulated in the corniﬁed envelope (CE), a highly insoluble protein
shell covalently linked on its extracellular side to a lipid mono-
layer (1,2). These cells are tightly linked to each other by corneo-
desmosomes and are embedded in a mortar-like lipid
extracellular matrix, a complex mixture of Ceramides (Cer),
cholesterol and free fatty acids, highly organized in a multi-
layered lipid structure called lipid lamellae (3,4). Most
components of this lipid-rich extracellular matrix are produced
by granular keratinocytes. Their precursors such as
glucosyl(acyl)Cer, phospholipids and sphingomyelin are stored
in the tubulo-vesicular secretory organelles called lamellar
bodies. At the stratum granulosum/SC interface, these lipid pre-
cursors are released and processed into mature products that
form continuous lamellar lipid structures surrounding the cor-
neocytes (5).
Cer of the SC have a complex composition (Supplementary
Material, Table S1) (6) with a high level of x-OH-Cer with an
ultra-long acyl chain (C28-C36) (7), which is to a great extent x-
esteriﬁed with fatty acids, predominantly linoleic acid, to give
rise to x-O-acylCer (8). These latter epidermal-speciﬁc Cer is es-
sential for lipid-matrix organization into lamellae and for the
formation of the corneocyte lipid envelope since it is the precur-
sor of protein-bound Cer (2,7). Although the SC lipids play a
major role in the skin’s vital properties, some mechanisms of
lipid production are still to be described. The recent identiﬁca-
tion of genes involved in inherited lipid metabolism disorders
provided new insights into pathways leading to the synthesis,
transport, maturation and/or organisation of SC lipids (9,10).
There is growing evidence that the pathophysiology of
Autosomal Recessive Congenital Ichthyoses (ARCI) is closely
linked to a disturbance in SC lipid metabolism. ARCI are rare
non-syndromic ichthyoses belonging to the heterogeneous
group of Mendelian disorders of corniﬁcation (11). At birth
many patients are “collodion babies”. The skin phenotype sub-
sequently consists in generalised scaling and variable erythro-
derma, with a wide spectrum of clinical presentations from
lamellar ichthyosis to congenital ichthyosiform erythroderma.
To date, mutations associated with ARCI have been described in
10 genes: ABCA12 (ARCI4; MIM 601277/242500), ALOX12B (ARCI2;
MIM 242100), ALOXE3 (ARCI3; MIM 606545), CERS3 (ARCI9; MIM
615023), CYP4F22 (ARCI5; MIM 604777), LIPN (ARCI8; MIM
613943), NIPAL4 (ARCI6; MIM 612281), PNPLA1 (ARCI10; MIM
615024), SDR9C7 and TGM1 (ARCI1; MIM 242300) (12,13). Some of
them have been addressed in many studies which have demon-
strated their involvement in SC lipid metabolism. However, the
function of the proteins encoded by NIPAL4, LIPN, SDR9C7 and
PNPLA1 remains unclear.
Patatin-like phospholipase domain containing 1 (PNPLA1) is
one of the 9 members of the PNPLA family, characterized by a
highly conserved “patatin” domain. These proteins have diverse
lipolytic and acyltransferase activities and play a key role in
lipid metabolism (14,15). PNPLA1 is the less characterized mem-
ber of this family. In human, the protein is expressed in the epi-
dermis, predominantly in the granular layer (16,17). In mice, it
was very recently reported that absence of functional Pnpla1
impaired the generation of x-O-acylCer leading to a lack of
functional corneocyte-bound lipid envelope (18). Impairment of
x-O-acylCer synthesis was conﬁrmed using a PNPLA1-deﬁcient
cultured human keratinocytes.
Here, using mice with targeted inactivation of Pnpla1, we
conﬁrm that the absence of Pnpla1 led to neonatal lethality due
to severe epidermal permeability defects. This was accordingly
associated to a blockade of x-O-acylCer synthesis that led to a
profound impairment of the corniﬁed lipid envelope. Electron
microscopic observations, further suggested an impairment of
the intercorneocyte lipid organization. In addition, our detailed
proﬁling of epidermal sphingolipids revealed an increase in 1-
O-acylCer production in Pnpla1-deﬁcient epidermis. Finally, we
describe ﬁve novel PNPLA1 mutations in patients with ARCI.
Using SC from PNPLA1-mutated patients, we directly demon-
strated a blockade of x-O-acylCer synthesis and an impairment
of CE lipid coverage.
Results
Identiﬁcation of novel PNPLA1mutations in patients
suffering from ARCI
A total of 5 patients from 3 non-consanguineous Caucasian
families exhibited common characteristic features of ARCI
(Table 1). There was no signiﬁcant intra familial variability.
Patients from family I were born as collodion babies. The dis-
ease remained stable over time for the majority of patients,
whereas some reported a mild improvement. The patients were
aged between 7 and 65 years. Some of them were treated with
acitretin during certain periods of their life. All had a similar
phenotype with diffuse ichthyosis of moderate severity, com-
prising ﬁne whitish or soft brown scales with mild erythro-
derma and no keratoderma of the palms and soles. Some
patients also presented with mildly brown hyperkeratotic skin
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in the folds (Fig. 1A–F). Remarkably, the affected siblings from
family II suffered from keratoconus and also had ectropion.
Histopathological examination of skin biopsies from affected in-
dividuals showed acanthosis, hypergranulosis and compact
hyperkeratosis (Fig. 1G–H).
These clinical and histological features indicated ARCI.
Mutation screening of the patients’ genomic DNA was per-
formed by next generation sequencing for patient I-1, II-2 and
III-1. No disease-causing variations were detected in the genes
TGM1, NIPAL4, ALOX12B, CYP4F22, ALOXE3, ABCA12 and LIPN,
triggering ARCI and present in our custom panel. However, the
3 patients had two heterozygous mutations in PNPLA1
(Supplementary Material, Table S2). These mutations were con-
ﬁrmed by Sanger sequencing of the corresponding exons in the
patients, as well as in the siblings of patient I-1 and patient II-2
(Table 1). We conﬁrmed that the mutations were compound
heterozygous by sequencing the corresponding exons from
their respective parents or children. This was consistent with
Figure 1. Clinical and histological features of patients with PNPLA1 mutations. (A,B) Ankles and feet skin in patient I.2. (C,D) Neck skin in patient III.1. (E,F) Skin of the
upper body in patient II.2. (B,D,F: enlargement of corresponding surrounded area in A,C,E). (G,H) Hematoxylin–eosin stained sections from healthy donor skin (control)
and PNPLA1-mutated patient III.1 (scale bars¼50 mm).
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the inheritance mode from non-consanguineous parents. These
ﬁve novel mutations as well as the previously reported PNPLA1
mutations are detailed in Table 2 and Supplementary Material,
Fig. S1 (17,19–21). Three of the novel mutations were already
referenced in some databases but showed in the Exome
Aggregation Consortium (ExAC) a frequency< 1/10,000 with no
homozygous individuals for the alternate allele. The deletion
c.820_820delC is predicted to lead to a frameshift and to gener-
ate a premature stop codon 24 nucleotides downstream of the
deletion (p.Arg274Glyfs*7). This mutation can be predicted to re-
sult in either mRNA decay or in the synthesis of a truncated
protein. The four missense mutations were located in the
patatin-like domain of PNPLA1. Their impact on PNPLA1 struc-
ture and function was assessed using the in silico protein predic-
tion tools Polyphen-2 (22) and SIFT (23). Both analyses gave
concordant results with damaging consequences for all the mu-
tations except variation Pro89Leu for which a deleterious conse-
quence was predicted by Polyphen-2 only. Altogether, these
data strongly suggest that these newly identiﬁed mutations are
involved in the clinical phenotype of the patients.
Pnpla1 invalidation in mice induces a lethal phenotype
with major defects in the epidermal barrier
In order to better understand the function of PNPLA1 in the epi-
dermis, we developed Pnpla1 knockout (KO) mice on a C57BL/6
background (Supplementary Material, Fig. S2). KO mice were
identiﬁed using a PCR-based genotyping strategy and absence
of a detectable level of Pnpla1 mRNA was conﬁrmed by RT-PCR
analysis (Supplementary Material, Fig. S3A). We checked Pnpla1
expression in various murine tissues by quantitative RT-PCR
analysis of wild type (WT) embryos. As expected, the highest
Pnpla1 mRNA level was detected in the skin. About half was ex-
pressed in the stomach with very low or undetectable levels in
the other tissues we analysed (Supplementary Material, Fig.
S3B). Thus, in mice, Pnpla1 seems to be mainly expressed in cor-
niﬁed squamous epithelia. As Pnpla1 KO mice were obtained by
insertion of a promoterless cassette including LacZ in the ﬁrst
intron of the endogenous Pnpla1 gene, the activity of the en-
dogenous Pnpla1 promoter could be analysed in KO mice by X
gal coloration assays. LacZ-reporter gene expression was
thereby detected in the skin and corniﬁed stratiﬁed squamous
epithelium of the digestive tract from KO mice, thus conﬁrming
the results obtained by quantitative RT-PCR (Supplementary
Material, Fig. S3C). In particular, a blue labelling in the epidermis
was observed from the granular layer, consistent with the late
expression of Pnpla1 during keratinocyte terminal differenti-
ation previously reported in humans and dogs (16,17).
Persistence of the staining in the SC most probably related to
b-galactosidase stability, since no longer transcription nor
translation occurred in this epidermal layer.
Heterozygous Pnpla1þ/tm1a mice were phenotypically indis-
tinguishable from WT mice and reproduced normally.
Pnpla1tm1a mice were born at the expected Mendelian ratio (WT
28%, heterozygous 47% and homozygous 25%, n¼ 213), but died
soon after birth. They were easily recognized by the appearance
of their skin, which was taut and shiny without normal skin
folds. They showed a reduced mobility and the milk stripe was
absent. E18.5 embryos obtained by caesarean delivery showed
the same phenotype. We observed eversions of the lips
(eclabium) (Fig. 2A), and the weight of the KO mice was signiﬁ-
cantly reduced compared to WT and heterozygous embryos, al-
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examination of the skin revealed mild acanthosis (Fig. 2B, upper
panel). This was consistent with faint staining of the suprabasal
keratinocytes from KO mice with anti-keratin 6 antibody,
whereas the immunolocalisation of the cell proliferation
marker Ki67 in the basal layer of the WT and KO epidermis was
similar (Fig. 2B, lower panel). The most striking histological dif-
ference in comparison with the WT epidermis was a thick, com-
pact SC without the normal basket-weave appearance. The
keratohyalin granules also appeared smaller and less numerous
in the Pnpla1tm1a than in the WT skin (Fig. 2B, upper panel). In
agreement, quantitative RT-PCR analysis, western blot and
immunochemical analysis revealed a decrease in the expres-
sion of the late differentiation proteins ﬁlaggrin and loricrin,
normally stored in these granules (Fig. 2C, Supplementary
Material, Fig. S4). In contrast, we did not observe any difference
in the mRNA level of involucrin, keratin 10, corneodesmosin
and desmoglein 1 between WT and KO skin (Supplementary
Material, Fig. S4A). However, higher corneodesmosin levels
were detected by western blot in the KO skin, most probably re-
sulting from the retention of corneodesmosomes in the com-
pact and hyperkeratotic SC (Fig. 2C).
We assessed the outside-in permeability barrier by perform-
ing the dye penetration assay at E18.5 (24). The WT skin was
completely impermeable, in contrast to the Pnpla1tm1a skin
which was permeable to toluidine blue dye, as indicated by un-
equivocal staining (Fig. 2D). We also assessed the inside-out
water barrier by measuring the transepidermal water loss
(TEWL) on whole embryos. Pnpla1tm1a embryos showed a signiﬁ-
cantly increased TEWL in comparison to the WT (greater than
two fold) (Fig. 2E). These ﬁndings clearly indicate that both the
outside-in and the inside-out water barrier function were se-
verely affected in the epidermis of Pnpla1tm1a mice.
These macroscopic, histological and functional alterations
observed in Pnpla1tm1a murine skin are features that are remin-
iscent of ARCI and indicate that mice with defective Pnpla1 de-
velop a skin condition similar to human ARCI caused by PNPLA1
mutations.
Absence of Pnpla1 in mice affects keratinocyte lipid
organization in the SC
Electron microscopy (Fig. 3) conﬁrmed hyperkeratosis of the
skin in Pnpla1-deﬁcient mice, as indicated by the presence of
very compact and more numerous horny layers (Fig. 3A and B).
Ultrastructural examination of the KO skin also conﬁrmed
that both the size and number of keratohyalin granules were
reduced in comparison to WT skin (Fig. 3C and D). No differ-
ence in the morphology of the corneodesmosomes could be
detected, but these junctional structures persisted to the
upper layers of the corniﬁed layer of the KO epidermis, con-
sistent with the delay of the desquamation process (Fig. 3E–G).
Of note, lipid droplets inside corneocytes were observed along
the entire height of the SC (Fig. 3B,H). In addition, deposits
resembling extruded contents of lamellar bodies in the transi-
ent zone were seen in the intercellular spaces of higher SC lev-
els (Fig. 3I). Besides, the multilayer lipid structure, the
lamellae, with the typical alternating electron-dense/electron-
lucent repeat pattern were visualised in the SC of WT mice
after ruthenium tetroxide post-ﬁxation (n¼ 5) in an alternative
manner, depending on the orientation of the section with re-
spect to the electron beam. In contrast, we never observed
such highly organized lamellae in the SC of Pnpla1tm1a mice
(n¼ 3) but only diffuse, loosely organized lipid structures in
the intercellular spaces (Fig. 3J-L). We analysed lipid distribu-
tion in the epidermis by Oil Red O staining (Fig. 4A). We visual-
ised some spots in the intercorneocyte space of the Pnpla1-
deﬁcient epidermis which were not observed in the WT epi-
dermis. This uncommon accumulation of lipids in pearl-like
structures was consistent with the electron microscopy obser-
vations in Pnpla1-deﬁcient mice which suggested a disorgan-
isation of the intercorneocyte lipids in the SC. Finally, to
assess the impact of Pnpla1 deﬁciency on covalently bound SC
lipids, we puriﬁed CEs from WT and mutant epidermis and
evaluated their maturity by a combination of Nile Red staining
and involucrin immunostaining (Fig. 4B). The CEs from WT














c.56C>T p.Ser19Leu Exon 2 Missense patatin-like 1 0 – – (19)
c.100G>C p.Ala34Pro Exon 2 Missense patatin-like 1 0.01 – – (19)
c.100G>A p.Ala34Thr Exon 2 Missense patatin-like 0.979 0.01 – – (21)
c.176C>T p.Ala59Val Exon 2 Missense patatin-like 1 0.02 – – (17)
c.266C>T p.Pro89Leu Exon 3 Missense patatin-like 0.993 0.13 – – This report
c.335C>A p.Ser112Tyr Exon 3 Missense patatin-like 0.996 0.01 rs369445146 8.239e-06 This report
c.350C>T p.Thr117Met Exon 3 Missense patatin-like 1 0 rs371307766 2.473e-05 This report
c.374C>A p.Thr125Asn Exon 3 Missense patatin-like 1 0 – – (19)
c.387C>A p.Asp129Glu Exon 3 Missense patatin-like 0.983 0.012 – – (20)
c.391G>T p.Glu131* Exon 3 Nonsense patatin-like – – – – (17)
c.418T>C p.Ser140Pro Exon 3 Missense patatin-like 0.957 0 rs781053760 2.148e-05 This report
c.421A>G p.Lys141Glu Exon 3 Missense patatin-like 0.982 0.02 – – (19)
c.488C>T p.Pro163Leu Exon 4 Missense patatin-like 1 0.07 – 8.242e-06 (19)
c.514G>A p.Asp172Asn Exon 5 Missense patatin-like 1 0 rs373148099 8.357e-06 (19)
c.820_820delC p.Arg274Glyfs*7 Exon 7 Frameshift central region – – – – This report
aReference sequences PNPLA1: NM_001145717.1, NP_001139189.2.
bPolyphen-2: http://genetics.bwh.harvard.edu/pph2/; SIFT: http://sift.jcvi.org/www/SIFT_enst_submit.html.
dbSNP, Single Nucleotide Polymorphism Database; MAF, minimum allele frequency; ExAC, Exome Aggregation Consortium.
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mice were strongly and homogeneously stained with Nile Red,
but were virtually all involucrin-negative. Conversely, only a
few CEs from KO epidermis were stained with Nile Red
whereas most of them strongly reacted with the anti-
involucrin antibody. This indicated that WT mice had mainly
mature hydrophobic CEs with a covalently linked external
lipid monolayer, while CEs from KO mice presented defective
lipid coverage and were essentially composed of crosslinked
proteins.
Taken together, these observations showed an obvious im-
pairment of lipid processing and organization in the SC of
Pnpla1tm1a mice.
Pnpla1 is required for x-O-acylCer synthesis in mice
Since Cer are shared components of the lamellae and the CEs,
we assessed the epidermal Cer composition using thin layer
Figure 2. Pnpla1 invalidation in mice induces a lethal phenotype with major defects in the epidermal barrier (A) Skin and lips appearance of WT and Pnpla1tm1aE18.5 em-
bryos obtained by caesarean delivery. (B) Hematoxylin–eosin (H&E) coloration of skin sections fromWT and Pnpla1tm1aE18.5 embryos (scale bars¼100 mm and 30 mm for
low and high magniﬁcation images, respectively) (upper panel) and immunohistochemical staining of skin sections from WT and Pnpla1tm1a E18.5 embryos using anti-
bodies speciﬁc to Ki67 and keratin 6 (K6) (n¼ 3 for both genotype) (scale bars¼ 100 mm) (lower panel). (C) Western blot analysis of Filagrin (FLG), Loricrin, Involucrin,
Corneodesmosin (Cdsn) and Actin in protein extracts from WT and Pnpla1tm1a E18.5 embryos epidermis. (D) Barrier-dependent dye exclusion assay (toluidine blue)
performed on WT and Pnpla1tm1aE18.5 embryos (n¼8 for WT and n¼ 7 for Pnpla1tm1a). (E) Transepidermal Water Loss (TEWL) assay performed on whole body of E18.5
embryos (n¼30 for WT and n¼25 for Pnpla1tm1a). Data are presented as mean6 standard deviation. ****P0.0001; Student’s t-test.
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chromatography (Supplementary Material, Fig. S5A). Pnpla1-de-
ﬁcient mice had a modiﬁed sphingolipid proﬁle with, in particu-
lar, disappearance of x-O-acylCer. Omega-O-acyl fatty acids
(FA[EO]), the assumed degradation products of x-O-acylCer,
were also dramatically reduced. LC-MS/MS analysis further
showed that in the Pnpla1-deﬁcient epidermis, linoleic acid-
esteriﬁed Cer (Cer[EOS]) had basically disappeared. Instead,
mutant epidermis accumulated x-OH-Cer (Cer[OS]), an inter-
mediate Cer species detected at low level in WT mice because it
is normally processed rapidly in x-O-acylCer. Parallel to x-OH-
Cer, corresponding glucosylCer (GlcCer[OS]) and corresponding
free x-OH-fatty acid (FA[O]) also accumulated in the mutant
mouse epidermis. At the same time, x-OH-Cer-corresponding
sphingomyelins (SM[OS]), in tiny amounts in WT mice,
increased in KO mice (Fig. 4C, Supplementary Material, Fig. S5B
and C). Moreover, in accordance with reduced x-O-acylCer lev-
els, we observed a signiﬁcant albeit moderate increase in free
linoleic acid (Fig. 4D). Consistent with the thin layer chromatog-
raphy analysis, LC-MS/MS revealed a strong decrease in x-O-
acyl fatty acids (FA[EO]) (Supplementary Material, Fig. S5C).
Finally, the level of protein-bound Cer (Cer[POS]) and their ca-
tabolites, the protein-bound fatty acids (FA[PO]), was drastically
reduced (Fig. 4C and Supplementary Material, Fig. S5C). As both
species essentially derive from the lipid CE, this conﬁrmed the
defective lipid coverage of the CEs from Pnpla1-deﬁcient mice
observed by Nile Red/involucrin double staining.
Furthermore, although only a tendency, mutant mice
doubled the proportion of 1-O-acylCer, a group of Cer esteriﬁed
to very long acyl chains in the 1-O- position (25). In contrast to
normal skin, x-OH-Cer was now also found to be 1-O-esteriﬁed
(Cer[1-O-EOS]).
The perturbations in Cer composition caused by Pnpla1 deﬁ-
ciency were not correlated with signiﬁcant changes in the ex-
pression level of genes involved in epidermal lipid metabolism,
as shown by qRT-PCR analysis (Supplementary Material, Fig.
S5D).
Lipid perturbations revealed in mice are also present in
PNPLA1-mutated patients with ARCI
In order to examine whether speciﬁc changes in SC lipids evi-
denced in the Pnpla1tm1a mice were also present in our patients
suffering from ARCI, we collected non-invasively successive
tape strips from the skin of patients II.1, II.2 and healthy donors.
CEs prepared from these strips were assessed for their maturity
by Nile Red/involucrin double staining (Fig. 5A). CEs from
healthy donors were mainly stained with Nile Red while a few
were involucrin-positive. In contrast, almost all CEs prepared
from patient II-1 reacted with the anti-involucrin antibody. Cer
composition in the SC of healthy individuals and patients was
examined by LC-MS/MS analysis of lipids prepared from the
strips (Fig. 5B). As observed in Pnpla1-deﬁcient mice, the results
showed a dramatic reduction in x-O-acylCer and an accumula-
tion in x-OH-Cer in the SC of patients II-1 and II-2. These latter
observations, together with the strong resemblance of the skin
phenotype between PNPLA1-mutated patients and Pnpla1tm1a
mice, corroborate an essential role of PNPLA1/Pnpla1 in epider-
mal barrier permeability through its involvement in x-O-
acylCer synthesis.
Discussion
Pnpla1 deﬁciency in mice led to neonatal lethality. Pnpla1tm1a
E18.5 embryos and newborns had a thick, taut and shiny skin
with a shellacked appearance. This “collodion-like” appearance
was strongly evocative of the collodion baby observed in
humans. This phenotype was associated with impairment in
the outside-in and inside-out permeability barrier function.
Figure 3. Pnpla1 deﬁciency in mice leads to important ultrastrutural defects. (A–L)
Transmission electron microscopy analysis of ultrathin sections of skin pieces (A-
I) or cryosections (J–L) from WT (A, C, E, H,J) and Pnpla1tm1a (B,D,F–I,K.L) E18.5 em-
bryos. (A,B) SC appearance (scale bars¼2 mm); (C,D) Keratohyalin granules inside a
granular keratinocyte (arrows) (scale bars¼100nm); (E–G) Corneodesmosomes in
the intercellular space of the SC (scale bars¼50nm); (B,H) Lipid droplets inside cor-
neocytes (arrows) (scale bars¼ 50nm in H); (I) Deposits resembling extruded con-
tents of lamellar bodies in intercellular space of the SC (scale bars¼100nm); (J–L)
Lamellae visualization after ruthenium tetroxide post-ﬁxation in the intercellular
space of the SC (scale bars¼50nm). (A-I): WT (n¼6) and Pnpla1tm1a (n¼6) embryos
were proceeded; (J–L): WT (n¼ 5) and Pnpla1tm1a (n¼3) embryos were proceeded.
Representative images are shown.
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Furthermore, the tightness of the skin led to reduced mobility
and thus failure to suckle maternal milk. Death usually occurs
in a window of 12-24h after birth in the case of non-feeding
newborn mice (26). Pnpla1-deﬁcient mice died mostly within the
ﬁrst 12h of life. Thus, Pnpla1-deﬁcient mouse lethality was most
probably due to severe dehydration caused by both an inability
to feed and epidermal barrier impairment. Similar lethal pheno-
types have also been reported in mice invalidated for other
genes causing ARCI (27–31). Concerning patients suffering from
ARCI, a survey reported that mortality was as high as 50% in
1960 but nowadays is only 5% (32). Thus, the discrepancy in
phenotype severity between humans and mice could result
from the fact that, in contrast to mice, patients born as collo-
dion babies beneﬁt from intensive care.
x-O-acylCer are an epidermal-speciﬁc Cer species that are es-
sential for the formation and maintenance of the epidermal bar-
rier. Their production initially requires ultra-long chain (C26 to
C36) fatty acid synthesis. This ﬁrst step depends on fatty acid elon-
gases encoded by ELOVL1 and ELOVL4 (12,33–35). Then CYP4F22, a
member of the P450 cytochrome superfamily, preferentially x-hy-
droxylates C28-C36 ultra-long chain fatty acids and the latter are
subsequently used by Ceramide synthase-3 to produce x-OH-Cer
(28,36). Finally, a hitherto unknown acyltransferase catalyses the
formation of an ester bond between fatty acid, predominantly lino-
leic acid, and the x-OH-Cer to form x-O-acylCer.
In this report, we conﬁrm that Pnpla1-deﬁcient mice had a
blockade in x-O-acylCer synthesis. Quantiﬁcation of different
species of Cer in the mutant epidermis highlighted a drastic re-
duction in x-O-acylCer with a concomitant accumulation of x-
OH-Cer. A similar lipid proﬁle was described in mice with trigly-
ceride lipase cofactor Abhd5 deﬁciency (37,38). Abhd5 and
Pnpla1 are both required for x-O-acylCer synthesis from x-OH-
Cer. In contrast to adipocyte triglyceride metabolism where it
acts as a cofactor of adipocyte triglyceride lipase (ATGL/Pnpla2),
Abhd5 appears not to act likewise in epidermal triglyceride me-
tabolism (38), leaving its molecular role in x-O-acylCer metabol-
ism open. Regarding PNPLA1, it has been shown that it is not a
triglyceride hydrolase (17,18). In accordance, our Pnpla1-deﬁ-
cient mice have a slight but signiﬁcant increase in free fatty
acid suggesting a defect in the incorporation rather than in the
release of fatty acid. In conclusion, we propose that Pnpla1
could be involved in free fatty acid incorporation on x-OH-Cer,
the last step in x-O-acylCer production. However, an accurate
characterization of PNPLA1 activity at the molecular level is
required to conﬁrm this hypothesis.
As recently shown by Grond et al. (18), impairment of x-O-
acylCer was associated with an impairment of corniﬁed lipid
envelope in our Pnpla1-deﬁcient mouse model. Our electron mi-
croscopy observations further suggest that those lipid abnor-
malities led to a defective intercorneocyte lipid organisation
with absence of the typical lamellae structure. These observa-
tions are consistent with the important role of x-O-acylCer in
the arrangement of intercorneocyte lamellae already reported
in literature (39,40).
Figure 4. Alteration of SC lipids in Pnpla1tm1a mice and PNPLA1-mutated patients. (A) Oil Red O staining of lipids on skin sections fromWT and Pnpla1tm1a E18.5 embryos
(arrows show neutral lipids accumulation; scale bars¼25 mm). (B) Double staining of CEs from the epidermis of WT and Pnpla1tm1a E18.5 embryos using Nile Red (red)
and an antibody speciﬁc to involucrin (green) (scale bars¼100 mm). (C) Liquid chromatography coupled to tandem mass spectrometry (LC-MS/MS) analysis of lipid ex-
tract from epidermis of WT and Pnpla1tm1a E18.5 embryos. Only sphingolipids with the major sphingoid base C18-sphingosine were analyzed. Absolute molar data were
normalized to the total amount of all sphingolipids, which were determined. All sphingolipid species quantiﬁed in LC-MS/MS are listed in Supplementary Material,
Table S8A and B. For other normalization and for zoom in of minor subgroups see Supplementary Material, Figure S5B. (D) Gas-liquid chromatography (GC) analysis of
lipid extract from epidermis of WT and Pnpla1tm1a E18.5 embryos. (A,B and D: n¼3 for both genotypes; C: n¼9WT, 7 Pnpla1tm1a). Data are presented as mean6 standard
deviation. *P0.05; **P0.01; ***P0.001; Student’s t-test.
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We also report that the lack of virtually all x-O-acylCer was
associated with a slight increase in 1-O-acylCer in the Pnpla1-
deﬁcient epidermis. Interestingly, this includes the de novo ap-
pearance of 1-O-acylCer containing an x-OH-Cer backbone
(Cer[1-O-EOS]) derived from x-OH-Cer accumulation. However,
this latter represents less than 5% of all 1-O-acylCer. 1-O-
acylCer is a new class of epidermal Cer esteriﬁed to (very) long
acyl chains in 1-O- position, recently identiﬁed in humans and
mice (25). 1-O-acylCer increase has previously been observed in
barrier-deﬁcient GlcCer-synthase deﬁcient (keratinocyte-spe-
ciﬁc) mice (25) as well as in CerS3-deﬁcient mice (unpublished
data). Due to its predictive physicochemical properties, 1-O-
acylCer has been proposed to contribute to water permeability
barrier function. However, in our model, the overall increase in
1-O-acylCer is unable to compensate the drastic reduction of x-
O-acylCer. Nevertheless, it would be interesting to further in-
vestigate the role of 1-O-acylCer in the SC.
We identiﬁed 5 novel PNPLA1 mutations in patients with
ARCI. The patatin-like domain of PNPLA1 possesses the charac-
teristic features shared by all members of the PNPLA family (14).
Notably, it contains an active site with a serine-aspartate cata-
lytic dyad and an oxyanion hole that stabilizes the enzyme-
substrate transition state (41) (Supplementary Material, Fig. S1).
It also presents a conserved core module where the nucleophilic
serine is located in a tight turn between a b-sheet and an a-helix
in a well conserved b-b-a-b core structure. The 4 novel missense
mutations we identiﬁed occur in residues that are located in the
patatin-like domain of PNPLA1, like the previously described
mutations. None of these substitutions directly affected the
catalytic dyad but conserved positions, which were predicted to
be deleterious for the encoded protein. The ﬁfth mutation we
identiﬁed was a frameshift leading to a predicted protein
deleted of the C-terminal part of the full-length PNPLA1. This
latter region contains a proline-rich domain which is conserved
among the adiponutrin-like subgroup of the PNPLA family
(PNPLA1-PNPLA5) and involved in lipid binding. In particular,
some PNPLA2 mutations causing Neutral Lipid Storage Disease
(NLSD) lead to a loss of the C-terminal domain of the encoded
protein. This prevented the proper localization of the enzyme to
lipid droplets (42,43). Furthermore, a homozygous nonsense
mutation that led to the loss of 74 amino acids in the highly
conserved C-terminal region of PNPLA1 caused ARCI in dogs
(17). Thus the frameshift mutation found in patients from fam-
ily I most probably leads to a non-functional protein. Finally,
our data suggest that PNPLA1mutations impaired PNPLA1 activ-
ity. Indeed using SC from PNPLA1-mutated patients, we directly
demonstrate a blockade of x-O-acylCer. Interestingly, we re-
vealed a subsequent impairment of the lipid coverage of CE
puriﬁed from PNPLA1-mutated patients.
In conclusion, detailed analysis of Pnpla1-deﬁcient mice and
analysis of SC from PNPLA1-mutated patients allow us to valid-
ate that PNPLA1/Pnpla1 is an essential actor necessary for the
formation of x-O-acylCer, an epidermis-speciﬁc Cer that plays a
crucial role in the establishment and maintenance of the skin
permeability barrier. This insight into the metabolism of SC lip-
ids in the normal epidermis enhances our understanding of the
pathophysiology of ARCI.
Materials and Methods
Subjects and primary samples
Skin biopsies and blood samples were collected for diagnosis
and gathered in a biological collection (nDC-2011-1388, French
National Ethics Committees). Clinical and genetic information
on the subjects were reported in Table 1. Written informed con-
sent was obtained from all patients or from their legal represen-
tative in the case of minors, allowing us to use the taken
biological specimens collected for research purposes.
Consequently, the work presented in this article did not have to
be submitted to the local Ethics Committee.
Molecular genetic analysis
DNA was isolated by standard procedures from peripheral white
blood cells of the patients and their parents. Mutation screening
was performed by next generation sequencing using the
Personal Genome Machine (PGM, Ion Torrent, Thermo Fisher
Scientiﬁc), and the AmpliSeq technology (Ion Torrent). Using
the AmpliSeq Designer tool (ampliseq.com; v2.0), an AmpliSeq
Custom Panel was designed to cover 13 genes known to be
involved in ichthyoses, comprising exonic regions, exon-intron
boundaries as well as 3’ and 5’ Untranslated Regions (UTRs), i.e.
a target region of 89.25 kb (Supplementary Material, Table S3). A
total of 590 primer pairs, covering 92.14% of the target, were de-
signed and synthesized.
Library construction and sequencing were performed at the
GeT-Purpan core facility (Genome and Transcriptome,
GenoToul, France). In brief, genomic DNA samples were
checked for purity and quantity using Nanodrop (Thermo Fisher
Scientiﬁc) and a concentration was estimated using Qubit v3
ﬂuorometer (Thermo Fisher Scientiﬁc) and Qubit dsDNA HS
Assay Kit (Invitrogen). Libraries were produced using 10ng of
genomic DNA for each sample and each pool of AmpliSeq pri-
mers, with the Ion AmpliSeq library kit v2.0 (Ion Torrent), and
Ion Xpress Barcodes, following the guidelines of the supplier.
Figure 5. Lipid perturbations evidenced in mice are also present in PNPLA1-
mutated patients with ARCI. (A) Double staining of CEs from healthy donors
(control) and PNPLA1-mutated patient II.1 using Nile Red (red) and an antibody
speciﬁc to involucrin (green) (scale bars¼100 lm). (B) Liquid chromatography
coupled to tandem mass spectrometry (LC-MS/MS) analysis of lipid extract from
tape stripes from healthy donors or PNPLA1-mutated patients with ARCI. Only
Sphingolipids with a C18-sphingosine were recorded. Fold changes of Cer spe-
cies were determined by using an internal standard (see Methods). (A: n¼ 3
healthy donors each 1 sample, patient II.1, 3 samples; (B) n¼ 6 healthy donors
each 1 sample, patients II.1 and II.2 each 3 samples). Data are presented as
mean6 standard deviation. ***P0.001 Student’s t-test.
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Final libraries were individually controlled and quantiﬁed
on High Sensitivity DNA chips of BioAnalyzer (Agilent
Technologies). Libraries from a total of 16 patients were then
pooled, templated on Ion Sphere Particles using One Touch 2 in-
strument with HiQ kit, and ﬁnally sequenced on the Ion Torrent
PGM using the sequencing HiQ chemistry, 200 bases run work-
ﬂow, on a 316 v2 Ion chip.
The generated data produced were processed using Ion
Torrent Suite Software (Thermo Fisher Scientiﬁc) for quality ﬁl-
tering, trimming, demultiplexing, aligning on the AmpliSeq de-
sign reference, and variant calling. 285,632 usable reads were
produced for the 3 patients and the coverage per base was>30X
for more than 95% of the bases. Variant caller ﬁles were then
transferred using Ion Reporter Software (v5.0, http://ionreporter.
lifetechnologies.com/, Thermo Fisher Scientiﬁc) for ﬁltering and
annotation of detected variants.
The PNPLA1 variants were conﬁrmed by Sanger sequencing.
In brief, the corresponding exons and intron-exon boundaries
were ampliﬁed by polymerase chain reaction using speciﬁc pri-
mers (Supplementary Material, Table S4) and sequenced using
the BigDye Terminator v3.1 chemistry (Applied Biosystems) and
the ABI3130XL Genetic Analyzer (Applied Biosystems) available
on the GeT-Purpan Core facility (GenoToul, France).
All variants have been submitted to NCBI ClinVar Database
(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/clinvar).
Generation of Pnpla1-deﬁcient mice
Pnpla1-deﬁcient (B6NTac;B6N-Atm1BrdPnpla1tm1a(KMP)Wtsi/Ics,
abbreviated to Pnpla1tm1a in this report) mice carry a knockout-
ﬁrst allele, in which a promoterless cassette including LacZ and
neo genes was inserted in the ﬁrst intron of the Pnpla1 gene
ﬂanked by FRT sites. LoxP sites ﬂank the critical exons (exon2
and 3 of Pnpla1 gene in knockout-ﬁrst design) (Supplementary
Material, Fig. S2). See http://www.mousephenotype.org/data/
search/gene?kw¼pnpla1 for more details.
Animals
All experiments with animals were approved by local ethic
committee UMS006 CEEA-122 and carried out according to our
Institutions Guidelines and EU legislation. Mice were housed
and maintained in the animal facilities (UMS006 Inserm,
Toulouse) under pathogen-free conditions. Mice were killed by
Cervical dislocation and decapitation. All efforts were made to
minimize suffering.
Timed-matings were performed. Female mice in matings
were checked for vaginal plugs and the gestational stage was
estimated from the time of a positive plugþ 0.5 days. Foetuses
were collected on embryonic day 18.5 (E18.5).
Mouse genotyping
Genomic DNA was isolated from or mouse embryo-tails using
Nucleospin (Macherey-Nagel). Genotypes were conﬁrmed by
PCR using Econotaq Plus Green (Euromedex). The Pnpla1 for-
ward primer (50- GGGGCACCTTAAGGTGAGGATCGTT -30) and
the Pnpla1 reverse primer (50- GAAAGCCTGTGACCACTGACCC
AG -30) were used and produce a wild type PCR product of 247bp
and a cKO allele product of 297bp.
RNA isolation and quantitative RT-PCR
Total RNAs from murine tissues were extracted with RNeasy
(Qiagen). The quantity of RNA was determined using the
Nanodrop 1000 (Thermo Scientiﬁc). Quality was assessed using
the Agilent 2100 Bioanalyser System with the RNA 6000 Nano
kit. All the samples present a Ring Integrity Number (RIN) above
8. Reverse transcription was carried out using the PrimeScript II
1st strand cDNA Synthesis Kit (Takara). Ampliﬁcation assays
were performed with the 7300 Real Time PCR system using the
Sybr qPCR SuperMix with ROX (Invitrogen) and speciﬁc primer
(Supplementary Material, Table S5). Fluorescence was quanti-
ﬁed as Ct (threshold cycle) values. Samples were analysed in
triplicate, with differences between the three Ct values lower
than 0.3. Relative levels of gene expression between samples
were determined using Hprt expression for normalisation.
Speciﬁcity was assessed by sequencing the quantitative RT-PCR
amplicons.
Antibodies
The commercially available antibodies used in the study are
listed in Supplementary Material, Table S6. Mouse monoclonal
antibody F28-27, raised against human corneodesmosin and
which cross reacts with the mouse counterpart, was used as
previously described (44). Mouse monoclonal antibody AHF3,
recognizing human (pro)ﬁlaggrin, was used as previously
described (45).
Light microscopy
Human and murine skin tissues were ﬁxed in 4% formalin in
PBS pH 7.4 for 24h and then embedded in parafﬁn. For histolo-
gical analysis, parafﬁn sections of 5 mm were stained with
hematoxylin and eosin and mounted in Eukitt mounting me-
dium (Euromedex). For immunohistological analysis, parafﬁn or
cryosections (5 mm) were blocked in 2.5% normal horse serum
(Vector Laboratories) for 1h at room temperature. For some
antibodies, epitope retrieval was carried out for 40min at 95 C
in Target Retrieval Solution pH 6.1 (DAKO) or in 50mM glycine-
HCl pH 3.5. Sections were then incubated with the primary anti-
body for 1h at room temperature. Dilutions of antibodies are
listed (Supplementary Material, Table S6). Rabbit and mouse
antibodies were detected with the ImmPRESS anti-rabbit IgG
and the ImmPRESS anti-mouse IgG (peroxidase) kit (Vector
Laboratories), respectively. Peroxidase activity was revealed
with the ImmPACT DAB (Vector Laboratories). Sections were
counterstained with hematoxylin and mounted in Eukitt
mounting medium. For immunoﬂuorescence, Alexa FluorVR 555-
conjugated goat anti-mouse IgG (Life technologies) was used at
1:1000 and sections were counterstained with DAPI and
mounted in Mowiol.
For lipid staining, 5 mm-thick cryosections were ﬁxed in 4%
formalin in PBS pH 7.4 for 30min at room temperature.
Following a brief rinse in PBS and 30% isopropanol, sections
were stained with freshly prepared Oil Red O (Sigma-Aldrich)
working solution for 5min at room temperature, rinsed in 30%
isopropanol and distilled water, and mounted in Mowiol.
For b-Galactosidase detection with the chromogenic sub-
strate X-Gal (X-Gal staining) 5 lm cryosections were stained
using a LacZ Tissue staining kit (InvivoGen) overnight at 4 C.
Sections were then counterstained with hematoxylin and
mounted in Eukitt mounting medium.
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Images were taken using a Nikon Eclipse 80i microscope
equipped with a Nikon DXM 1200C digital camera and NIS
image analyses software. For immunoﬂuorescence staining,
images were acquired using an Apotome ZEISS Inv microscope
equipped with Axiocam HRm Rev.3 and Zen 2012 software.
Electron microscopy
The skin was cut in pieces of1mm2, ﬁxed in 2% glutaraldehyde
in Cacodylate buffer (0.1 M, pH 7.2, EMS, Hatﬁeld, PA) for 24h at
4 C and post-ﬁxed with 1% OsO4 in Cacodyate buffer
(Cacodylate 0.1 M, OsO4 1%, EMS) for 1h at 4 For lamellae visu-
alization, 50 mM skin cryosections were ﬁxed in 2% glutaralde-
hyde in Cacodylate buffer (0.1 M, pH 7.2, EMS, Hatﬁeld, PA) for
24h at 4 C and post-ﬁxed with 1% OsO4 in Cacodyate buffer
(Cacodylate 0.1 M, OsO4 1%, EMS) for 1h at 4 C followed by two
post-ﬁxation with 0.2% RuO4, 0.25% K3Fe (Cn)6 in Cacodylate
buffer for 1h at 4 C.
Samples were then dehydrated in a graded acetone series
and embedded in Spurr’s resin. After 48h of polymerization at
60 C, ultrathin sections (80nm thick) were mounted on 75
mesh formvar-carbon coated copper grids. Sections were
stained with Uranyless (Delta Microscopies) and lead citrate.
Grids were examined with a TEM (Jeol JEM-1400, JEOL Inc) at
80kV. Images were acquired using a digital camera (Gatan
Orius, Gatan Inc).
Skin barrier function assays
Epidermal barrier function was assessed as previously
described (46). In brief, TransEpidermal Water Loss (TEWL) was
measured on whole embryo using a TM 300 tewameter
(Courage & Khazaka electronic). Data are expressed in g/m2/h.
For the dye penetration assay, E18.5 embryos were dehydrated
in an ascending methanol series up to methanol 100%, rehy-
drated for 3min in PBS and stained with 0.1% toluidine blue in
PBS for 10min at room temperature. After washing in PBS for
15min, the embryos were photographed with a digital camera
(Sony DSC-W50).
Epidermal protein extraction and western blot
Dermo-epidermal cleavage of E18.5 embryo skin was performed
by heat treatment and epidermal protein was sequentially ex-
tracted in three different fractions by the Fast Prep system (MP
Biomedicals) using successive extraction buffers (EB) (EB 1: Tris
40mM, EDTA 10mM, NP40 1%, pH 7.4; EB2: Tris 40mM, EDTA
10mM, urea 8M, pH 7.4; EB3: Tris 40mM, EDTA 10mM, urea 8M,
DTT 50mM, pH 7.4). Determination of the protein content was
assessed by Bradford quantiﬁcation (BioRad). Equal volumes of
protein extracts were separated by 10% SDS-PAGE and trans-
ferred to nitrocellulose membrane. The blots were probed with
commercially available primary antibodies diluted as recom-
mended by the manufacturer (Supplementary Material, Table
S6) then with horseradish peroxidase (HRP)-conjugated second-
ary antibody (Life Technologies) at 1:10000. Protein quantities
were normalised by actin detection. Detection was performed
with ECL-Prime Reagent (GE Healthcare).
Isolation and analysis of corniﬁed envelopes
Embryo mouse skin (1mm2) or tape stripping performed in pa-
tients and healthy controls were boiled in CE isolation buffer
(100mM Tris-HCl pH 8.5, 20mM DTT, 5mM EDTA) containing
2% SDS for 10min at 95 C, stirring vigourously. CEs were centri-
fuged at 12,000 g and resuspended in CE isolation buffer con-
taining 2% SDS. This extraction procedure was repeated three
times. Puriﬁed CEs were then washed three times in the isola-
tion buffer containing 0.2% SDS and stored at 4 C.
CE maturity was assessed as described (47). In brief, appro-
priate concentrations of CE suspension were dropped onto a
slide-glass and air-dried. They were ﬁxed in acetone at -20 C for
10min, and hydrated in phosphate-buffered saline. The primary
antibody allowed a reaction for 1h at room temperature. A sec-
ondary antibody was then applied for 1h at room temperature.
After washing, the CEs were stained with Nile red solution (1 mg/
ml) for 30min at room temperature. Slides were then mounted
in Mowiol. Images were taken by ﬂuorescence microscopy using
a Nikon eclipse 80i microscope equipped with a Nikon DXM
1200C digital camera and NIS image analysis software.
Lipid extraction and liquid chromatography tandem-
mass spectrometric (LC-MS/MS) lipid analysis of
sphingolipids
For all experiments, investigators were blinded for sample iden-
tity. The epidermis was separated from the dermis and ex-
tracted for lipids according to Jennemann et al.(28). In brief, the
skin was incubated with thermolysin (2h, 37 C) at pH 7.4. Then
the epidermis was isolated with tweezers, cut in small pieces
and freeze-dried. Dried tissue was extracted three times with
mixtures of chloroform/methanol/water. Afterwards the re-
sidual pellet was washed again 3 times with methanol and two
times with 95% methanol before protein bound lipids were
released with 1 M KOH in 95% methanol at 60 C within 2hours
and subsequently neutralized with acetic acid. The pooled ex-
tracts were desalted with RP-18 cartridges and aliquots corres-
ponding to 0.1mg epidermis dry weight were mixed with
internal lipid standards for analysis by LC-MS/MS using an
Aquity I-class UPLC and a Xevo TQ-S “triple-quadrupole” instru-
ment, both from Waters. Lipids were separated on a 100mm
CSH-C18 column (2.1  100mm; 1.7 mm, Waters) using a gradi-
ent between 57% solvent A (50% water, 50% methanol) and 95%
solvent B (99% isopropanol, 1% methanol), both containing
10mM ammonium formiate and 0.1% formic acid as additives
(Supplementary Material, Table S7). Lipids analysed for Fig. 4C
are listed in Supplementary Material, Table S8 and were de-
tected by multi-reaction monitoring (MRM) (Supplementary
Material, Table S8). The following internal standards were
used for quantiﬁcation: Cer(d18:1;14:0)*, Cer(d18:1;19:0)*, and
Cer(d18:1;31:0)* were used to quantify Cer[NS]-, [AS]-, [OS]- and
[POS]-. GlcCer(d18:1;14:0)*, GlcCer(d18:1;19:0)*, GlcCer(d18:1;25:
0)*, and GlcCer(d18:1;31:0)* were used to quantify GlcCer [NS]-,
[AS]-, and [OS]-. SM (d18:1;12:0) from Avanti Polar lipids,
SM(d18:1;17:0) from Avanti Polar lipids, SM(d18:1;10:0-pyrene)
from Sigma Aldrich (N-(10-[1-pyrene]decanoyl) sphingomyelin,
P-4275) and SM(d18:1;31:0)* were used to quantify SM[NS]-,
[AS]-, and [OS]. For these sphingolipids a calibration curve was
calculated from the internal standards for each sample in
Microsoft-Excel [function “VARIATION”] to consider potential
changes of intensities which are due to increasing m/z-ratios of
sphingolipid ions. Cer [EOP]- (d18:1;h32:0;18:2) was used to quan-
tify Cer [EOS]-and GlcCer [EOS]-. For quantiﬁcation a factor
of 0.11 was considered, which resulted from the inten-
sity ratio of equal concentrations of internal standard
Cer [EOP]-(d18:1;h32:0;18:2) to external standard Cer [EOS]-
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(d18:1;h32:0;18:2), both of which had been published previ-
ously(48). For quantiﬁcation of GlcCer [EOS]-, the intensity ratio
of internal standards Cer [NS]-over GlcCer [NS]-(0.4) was taken
in addition into account. Cer [1-O-ENS]- (18:1;d18:1;17:0) from
Avanti Polar Lipids was used to quantify Cer [1-O-ENS]-, [1-O-
EAS]-, and [1-O-EOS]-as previously published(25). To determine
the fold change of Cer [EOS]- in human samples, Cer [1-O-ENS]-
(18:1;d18:1;17:0) was used as internal standard. *: Internal stand-
ards marked with a * had been synthesized previously (49).
Liquid chromatography tandem-mass spectrometric
(LC-MS/MS) analysis of x-esteriﬁed and free x-hydroxy
fatty acids
The identical aliquots of the lipid extracts prepared for sphingo-
lipid analysis were also used to determine free x-hydroxylated
fatty acids and x-esteriﬁed fatty acids using the identical LC-
MS/MS system and the identical chromatographic conditions as
described for sphingolipid analysis. Multiple reaction monitor-
ing was used to selectively detect free x-hydroxylated fatty
acids and x-esteriﬁed fatty acids and the corresponding transi-
tion parameters are listed in Supplementary Material, Table S9.
MRM screening was performed for the individual compounds
listed in Supplementary Material, Table S10. Relative amounts
were calculated from the peak area ratios of free (x-hydroxy-
lated) fatty acids or x-esteriﬁed fatty acids over the internal
standard 13C18-stearic acid and normalized to the total amount
of detected non-hydroxy or alpha-hydroxy fatty acids.
Fatty acid methyl ester (FAME) analysis
The E18.5 embryo epidermis (15–30mg) was crushed twice in
1.5 ml of methanol/5mmol/L ethyleneglycol-bis-(b-aminoethy-
lether)-N,N,N0,N0-tetraacetic acid (2:1 vol/vol) using a Fast Prep
(MP Biochemicals), then extracted according to Bligh and Dyer
(50) in dichloromethane/methanol/water (2.5: 2.5: 2.1, v/v/v), in
the presence of the internal standards heptadecanoic acid (2lg).
The lipid extract was methylated in 14% boron triﬂuoride metha-
nol solution (Sigma-Aldrich, 1 ml) and heptane (1 ml) at RT for
10min. After adding water (1 ml) to the raw preparation, FAMEs
were extracted with heptane (3ml), evaporated to dryness and
dissolved in ethyl acetate (20ll). FAMEs (1ll) were analysed by
gas-liquid chromatography (51) on a Clarus 600 Perkin Elmer sys-
tem using a Famewax RESTEK fused silica capillary columns (30
m x 0.32mm i.d, 0.25lm ﬁlm thickness). The oven temperature
was programmed from 110 C to 220 C at an increment of 2 C
per min and the carrier gas was hydrogen (0.5bar). The injector
and the detector were heated 225 C and 245 C, respectively.
Thin layer chromatography ceramide proﬁling
Ceramides from epidermis E18.5 embryos were analysed by
means of high-performance thin layer chromatography. The lipid
extract were dissolved in chloroform/methanol/water (10:10:1,
vol/vol/vol), and deposited on a HPTLC LiChrospher Silica Gel 60
F254S glass plates (Merck), which had been developed with
chloroform/methanol (9/1) and dried before. The TLC plates were
developed with chloroform/methanol/acetic acid (60/35/8) until a
height of 2.5cm, dried, developed with chloroform/methanol/
acetic acid (190/9/1) until a height of 8.5 cm, dried and developed
with chloroform/methanol/acetic acid 190/9/1) until the top
(10 cm). After drying, the chromatogram was sprayed with 10%
(wt/vol) cupric sulphate hydrate in 8% (wt/vol) phosphoric acid
and charred by heating at 180 C for 8min. Standards are the
same as those used for the LC-MS/MS analyses.
Statistical analysis
All analyses were carried out using Microsoft Excel. Variance
equality was initially assessed using the F-test (Fisher).
Student’s two-tailed t-tests, with or without equal variances,
were then used. Data were presented as the mean6 s.d. P-val-
ue 0.05 was considered to be statistically signiﬁcant.
Supplementary Material
Supplementary Material is available at HMG online.
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